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1. Toxinas bacterianas 
 
Las toxinas bacterianas constituyen importantes factores de virulencia 
producidos por diversos microorganismos y, en muchos casos, representan piezas 
clave en la patogenia de las enfermedades causadas por los mismos. 
Independientemente de su localización y del tipo de microorganismo que las 
produce, se pueden diferenciar dos clases principales de toxinas bacterianas en base 
a su estructura química: las toxinas proteicas y los lipopolisacáridos presentes en la 
superficie de la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Las toxinas 
proteicas constituyen un conjunto de más de 300 proteínas y son en su mayoría 
exotoxinas que son secretadas por la bacteria durante su crecimiento (Alouf, 2000). 
En cuanto a su mecanismo de acción, muchas de las toxinas proteicas actúan 
de manera directa sobre la célula blanco, produciendo un daño en su membrana. 
Estas toxinas son también llamadas citolisinas y constituyen cerca del 35% del 
repertorio de toxinas bacterianas, producidas tanto por microorganismos Gram 
positivos como Gram negativos. Dentro de este grupo se pueden diferenciar tres 
mecanismos distintos que conducen a la alteración de la membrana. Existen toxinas 
que actúan como surfactantes y tienen una acción tipo detergente solubilizando las 
membranas. Este es el caso de las δ-lisinas producidas por distintas especies de 
Staphylococcus o los ciclopéptidos producidos por Bacillus subtilis (Pokorny et al., 
2002) (Bernheimer & Rudy, 1986). En segundo lugar, las toxinas pueden actuar como 
fosfolipasas y desestabilizar las membranas por hidrólisis enzimática de los 
fosfolípidos, lo que puede conducir a la lisis celular. Así, por ejemplo, las toxinas que 
presentan actividad de fosfolipasa C que hidrolizan fosfatidilcolina (PC) o 
esfingomielina (SM) constituyen importantes factores de virulencia en la patogénesis 
de las enfermedades causadas por Listeria monocytogenes, Pseudomona aeruginosa 
y diversas especies de Clostridium (Songer, 1997) (Vázquez-Boland et al., 2001) 
(Stonehouse et al., 2002). Sin embargo, la mayoría de las toxinas proteicas presentan 
un tercer mecanismo de daño de la membrana: son toxinas formadoras de poros PFTs 
(de sus siglas en inglés Pore Forming Toxins). Estas toxinas son secretadas por las 
bacterias como proteínas solubles en medio acuoso y luego se integran en la 
membrana de la célula blanco generando poros de tamaño variable según la toxina 
considerada.  
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Las PFTs no son exclusivas de bacterias sino que se las puede encontrar en 
organismos pertenecientes a distintos reinos de la naturaleza, en todos los casos la 
formación de poros hace que la membrana blanco de su acción se vuelva permeable a 
iones, pequeños solutos o incluso macromoléculas grandes (Anderluh & Lakey, 2008). 
 
 
 
 
Figura 1.1. Estructuras formadas por PFTs. Las figuras muestran la organización en el plano de 
la membrana y cortes transversales de distintos tipos de poros. Los monómeros que están 
formando el poro están representados con distintos colores. (A) α-PFT: citolisina A de 
Escherichia coli; (B) β-PFT: α-hemolisina de Staphylococcus aureus. (C) Representación 
esquemática de poros toroidales: (i) Poro toroidal formado sólo por lípidos; (ii, iii y iv) Distintos 
arreglos de proteínas, tanto α como β-PFTs, y lípidos formando poros toroidales 
proteolipídicos. (ii) Poro propuesto para la interacción de los péptidos melitina y magainina con 
membranas; (iii) Poro propuesto para las toxinas actinoporinas; (iv) Poro toroidal tipo arco 
formado por toxinas CDC. Adaptado de Gilbert et al., 2014.  
 
 
Las PFTs usualmente se clasifican de acuerdo a la estructura secundaria de la 
porción de la proteína que se inserta en la membrana y forma el poro. Así las α-PFTs, 
formarán el poro insertando α-hélices en la membrana formando un ramillete al que 
contribuyen distintas subunidades (Figura 1.1.A). Las β-PFTs usualmente tienen alto 
contenido de hojas β y contienen cadenas β anfipáticas que se organizan y forman un 
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barril β colectivo en la membrana a partir de la contribución de los distintos 
monómeros (Figura.1.1.B). Estas proteínas forman poros puramente proteicos que 
insertan en la membrana de la célula blanco  (Parker & Feil, 2005). Existe otro 
mecanismo de formación de poro tanto para α como para β-PFTs, en el que tanto la 
proteína como los lípidos de la membrana participan en la formación del poro, 
originando poros proteolipídicos (Figura 1.1.C) (Gilbert et al., 2014). Su nombre 
designa el arreglo particular de las cabezas polares de los lípidos en las paredes del 
poro, que presentan curvatura positiva en el plano perpendicular a la membrana, 
adquiriendo la forma de un toroide.  
Estos poros proteolipídicos son estructuras estables que se generan por 
adsorción superficial y posterior inserción de las proteínas. La presencia de las 
proteínas libera el estrés de curvatura que se genera en la zona de la membrana que 
forma la pared del poro, lo que se traduce en una disminución de la energía por unidad 
de longitud (tensión lineal) requerida para formar los bordes del poro (Garcia-Saez et 
al., 2007). Los poros proteolipídicos tienen características propias que los diferencian 
de los poros puramente proteicos, como una mayor flexibilidad estructural y tamaño 
variable. 
Dentro de las PFTs se encuentra la familia de las citolisinas dependientes de 
colesterol (CDC) producidas por muchas bacterias Gram positivas y las toxinas de la 
familia RTX (de sus siglas en inglés Repeats in Toxin) producidas por bacterias Gram 
negativas, a la que pertenece la toxina alfa hemolisina (HlyA) de Escherichia coli 
(Gilbert, 2010) (Welch, 2001).  
 
 
2. Familia de toxinas RTX 
 
 La familia de toxinas RTX está constituída por un grupo muy diverso de 
proteínas con un rango amplio de actividades biológicas y tamaños que pueden ir 
desde los 40 a los 4600 kDa. El primer grupo de proteínas RTX fue descripto por 
Welch en 1991 y para ese entonces, la información disponible permitió clasificar a esta 
familia como un grupo de toxinas líticas con capacidad formadora de poros que 
poseían ciertas características en común (Welch, 1991). Desde el descubrimiento de 
las primeras RTX, muchas otras proteínas han sido identificadas como miembros de 
esta familia, algunas de las cuales no poseen capacidad lítica, sino que actúan como 
proteasas (Dahler et al., 1990) (Liao & McCallus, 1998) (Woods et al., 2001) (Bowen et 
al., 2003) o lipasas (Duong et al., 1994) (Akatsuka et al., 1994). También se ha 
reportado que algunas RTX pueden actuar como bacteriocinas (Oresnik et al., 1999) 
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(Cherif et al., 2008) (Sugawara et al., 2007), participar en la nodulación (Oresnik et al., 
1999) o incluso en la movilidad bacteriana (Brahamsha, 1996) (McCarren et al., 2005).  
 Recientemente, se ha descubierto un nuevo subgrupo de toxinas RTX 
constituido por proteínas de gran tamaño, que poseen más de 3000 residuos de 
aminoácidos en su secuencia, las cuales presentan múltiples actividades, que ha sido 
denominado MARTX (de sus siglas en inglés Multifunctional autoprocessing RTX) 
(Satchell, 2007) (Satchell, 2011). MARTXVc de Vibrio cholerae es considerada el 
prototipo de las MARTX y esta toxina, por ejemplo, cataliza el entrecruzamiento de 
actina en células epiteliales como parte de su mecanismo de toxicidad (Kudryashov et 
al., 2008).  
 Como se puede observar, el tipo de actividad biológica desempeñada por estas 
toxinas es realmente muy variado. De hecho, el rol específico que desempeñan 
muchas de ellas todavía se desconoce. 
 La característica saliente de este grupo de toxinas es la presencia en su 
secuencia de un nonapéptido de secuencia consenso GGXGXDXLX que se repite un 
número variable de veces en la porción C-terminal de la proteína. En este nonapéptido 
G y D corresponden a residuos de glicina y ácido aspártico, respectivamente, mientras 
que L corresponde a un aminoácido hidrofóbico y X puede ser cualquier aminoácido. 
El número de repeticiones presentes varía dependiendo de la toxina considerada. 
Estos dominios constituyen motivos de unión a Ca2+ y su presencia permite a la 
proteínas adoptar una conformación funcional luego de la unión a Ca2+ en el medio 
extracelular (Felmlee & Welch, 1988) (Ludwig et al., 1988) (Rose et al., 1995). 
 Otra característica común en los miembros de esta familia es la secreción de 
las proteínas al medio extracelular a través de sistemas de secreción de tipo I. Este 
mecanismo de transporte ha sido bien caracterizado y en el caso de las toxinas RTX 
parte de los componentes del sistema de transporte están codificados dentro del 
propio operón de la toxina.  
 La tercera característica es la activación postraduccional que requieren la 
mayor parte de estas toxinas para volverse activas y que ocurre a través de la 
incorporación de ácidos grasos en residuos internos de lisina (K). 
 Así, las toxinas RTX forman una familia amplia de proteínas que, si bien 
comparten algunas similitudes estructurales, en conjunto presentan un espectro 
variado de actividades biológicas y bioquímicas (Linhartova et al., 2010), la tabla 1.1 
resume las características de los miembros descriptos hasta la fecha. 
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Tabla 1.1. Toxinas de la familia RTX caracterizadas hasta el momento. Adaptada de Linhartova 
et al., 2010.  
 
 
 
Toxina 
RTX Bacteria
Tamaño 
(kDa) Rango de Especificidad
HlyA E. coli Uropatogénica 110 Amplio
EhxA E. coli Enterohemorrágica 107 Eritrocitos humanos y bovinos, 
leucocitos
CyaA Bordetella pertussis 177 Principalmente fagocitos 
mieloides CD11b+, también se 
detecta actividad en otros tipos 
celulares 
LktA Mannheimia haemolytica 102 Leucocitos y plaquetas bovinos, 
baja actividad hemolítica
LtxA Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
114 Leucocitos humanos y primates
PILktA Mannheimia varigena 102 Leucocitos porcinos
PaxA Pasteurella aerogenes 107.5 Actividad cohemolítica
PvxA Proteus vulgaris 110 Eritrocitos
MmxA Morganella morganii 110 Eritrocitos
ApxIA Actinobacillus
pleuropneumoniae
110 Amplio
ApxIIA Actinobacillus
pleuropneumoniae
102.5 Leucocitos porcinos, baja 
actividad hemolítica
ApxIIIA Actinobacillus
pleuropneumoniae
120 Leucocitos porcino, actividad 
cohemolítica
ApxIVA Actinobacillus
pleuropneumoniae
200 Débil actividad hemolítica
ApxI Actinobacillus suis 110 Linfocitos porcinos y de caballo, 
eritrocitos
ApxII Actinobacillus suis 102.5 Linfocitos de caballo y porcinos, 
eritrocitos
ApxII Actinobacillus
porcitonsillarum
102.5 Linfocitos, eritrocitos
AqxA Actinobacillus equuli 110 Linfocitos equinos y porcinos, 
eritrocitos
VcRtxA Vibrio cholerae 484 Fibroblastos renales de mono, 
células epiteliales laríngeas 
humanas
VvRtxA Vibrio vulnificus 550 Células epiteliales intestinales 
humanas
MbxA Moraxella bovis 99 Eritrocitos bovinos, eritrocitos
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3. HlyA de E. coli: Prototipo de las toxinas RTX  
 
3.1. Síntesis, activación y secreción de HlyA 
 
 Históricamente, HlyA de E. coli ha sido considerada como el prototipo de las 
toxinas RTX.  
 La información necesaria para la síntesis, maduración postraduccional y 
secreción de HlyA está contenida en un operón, hlyCABD (Felmlee et al., 1985) 
(Issartel et al., 1991) (Koronakis et al., 1997) (Nieto et al., 1996). El gen estructural 
hlyA codifica para la síntesis de un polipéptido de 110 kDa, denominado proHlyA, que 
constituye la forma inactiva de la toxina. Para obtener la toxina activa es necesario que 
ocurra intracelularmente una modificación postraduccional de proHlyA. Esta 
modificación consiste en la adición de ácidos grasos a la protoxina que es catalizada 
por la aciltransferasa HlyC (20 kDa), codificada en el mismo operón hlyCABD, en 
conjunto con una proteína transportadora de grupos acilos, ACP (de sus siglas en 
inglés Acyl Carrier Protein) (Hardie et al., 1991), (Ludwig et al., 1996), (Trent et al., 
1998). Durante este proceso, ácidos grasos de distinta longitud de cadena, más 
comúnmente de 14, 15 y 17 carbonos, son transferidos a los grupos ε-amino de dos 
residuos de K específicos en la proteína, K564 y K690 (Stanley et al., 1994) (Ludwig et 
al., 1996) (Lim et al., 2000).  
 Ambos sitios de acilación son independientes y no comparten similitud de 
secuencia, por lo que HlyC parece reconocer una estructura de orden superior y no 
sólo la secuencia de aminoácidos para identificar ambos sitios (Stanley et al., 1998) 
(Ludwig et al., 1996) (Langston et al., 2004). El mecanismo específico por el que se 
produce la acilación no está del todo claro, algunos autores han postulado la formación 
de un complejo proHlyA-HlyC-ACP (Stanley et al., 1999), mientras que otros sugieren 
un mecanismo tipo ping-pong donde el ácido graso primero es transferido a HlyC, 
generando un intermediario acil-HlyC antes de la unión de proHlyA y luego el ácido 
graso es transferido a la protoxina (Worsham et al., 2005) (Worsham et al., 2001). De 
los dos sitios de acilación, la falta de acilación en K564 produce sólo una disminución 
de la actividad lítica de la toxina, mientras que la no acilación en K690 lleva a la 
pérdida completa de la actividad (Pellett & Welch, 1996). 
 La acilación, si bien es necesaria para la activación de la toxina, no se requiere 
para su secreción al medio extracelular (Ludwig et al., 1987). La toxina es secretada a 
través de un sistema de secreción de tipo I formado por la proteína de membrana 
interna HlyB (Holland et al., 1990), la proteína de membrana externa TolC y la proteína 
que conecta ambas membranas formando el canal de secreción, HlyD (Wagner et al, 
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1983). Tanto HlyB como HlyD están codificadas en el mismo operón hlyCABD que 
HlyA. La toxina presenta en su extremo C-terminal una secuencia de reconocimiento 
que la hace sustrato del sistema de secreción tipo I (Nicaud et al., 1986) (Stanley et 
al., 1991) y la secreción ocurre directamente al medio extracelular sin la existencia de 
intermediarios periplásmicos (Felmlee & Welch, 1988) (Koronakis et al., 1989). 
 HlyB constituye un transportador de tipo ABC (de sus siglas en inglés ATP 
Binding Cassette), siendo el ATP el que provee la energía necesaria para el transporte 
(Higgins, 1992). Una vez unidos a ATP, dos monómeros de HlyB se unen formando un 
dímero que constituye la forma activa de HlyB (Zaitseva et al., 2005). HlyD se localiza 
en la membrana interna e interacciona con TolC y con HlyB para formar el canal 
(Schulein et al., 1992). No se conoce exactamente la estructura de HlyD pero se ha 
postulado que actuaría en la forma de trímeros o hexámeros (Thanabalu et al., 1998) 
(Lee et al., 2012). TolC es una proteína homotrimérica y presenta un diamétro variable 
con sistema de apertura y cierre similar a un iris, que puede alternar entre 3.5Å en su 
conformación cerrada y 16Å en su forma abierta luego de la interacción con el resto 
del complejo de transporte (Andersen et al., 2002) (Koronakis, 2003) (Koronakis et al., 
2000) (Thanabalu et al., 1998). Este diámetro indica que el canal es muy pequeño 
para el transporte de proteínas plegadas. HlyA, al igual que otras toxinas RTX, se 
secreta en conformación desplegada. Esto implica que el plegamiento en el interior de 
la bacteria está impedido y debe ocurrir en el medio extracelular sin la ayuda de 
chaperonas. En este sentido, la unión de iones Ca2+ al sitio de las repeticiones juega 
un papel central. Así, las bajas concentraciones intracelulares de Ca2+ (del orden de 
nM) (Gangola & Rosen, 1987), impiden el plegamiento temprano de la toxina, mientras 
que una vez que es secretada, los altos niveles de Ca2+ presentes en el medio 
extracelular (del orden de mM), inducen el plegamiento de la proteína. El plegamiento 
ordenado inducido por calcio comienza en el dominio de las repeticiones y se extiende 
al resto de la proteína permitiendo así la adopción de una estructura nativa en el medio 
extracelular. En este sentido, el calcio puede considerarse como una chaperona 
interna, y el cambio conformacional que ocurre a medida que la toxina es secretada 
puede a su vez ser un aspecto relevante en el proceso de secreción, ya que una vez 
que el extremo C-terminal se encuentra en el medio extracelular el plegamiento del 
dominio RTX podría actuar como una fuerza conductora que impulsa al resto de la 
toxina fuera del canal (Sotomayor-Perez et al., 2011) (Thomas et al., 2014) 
(Sotomayor-Perez et al., 2013). La unión a Ca2+ le da estabilidad a la proteína y 
constituye el segundo paso de activación necesario para que HlyA adquiera capacidad 
hemolítica (Bakás et al., 1998) (Ostolaza & Goñi, 1995). En la Figura 1.2 se muestra 
un esquema de los procesos descriptos anteriormente. 
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Figura 1.2. Esquema del proceso de síntesis, activación postraduccional y secreción de HlyA. 
Adaptado de Stanley et al., 1998. 
 
Un segundo mecanismo de exportación utilizado por la bacteria para 
externalizar HlyA es a través de vesículas de membrana externa. La asociación de 
HlyA a estas vesículas le provee una vía de transporte protegida de la acción de 
proteasas y le permite alcanzar las células blanco de una manera más concentrada lo 
que hace más eficiente el proceso hemolítico (Balsalobre et al., 2006) (Herlax et al., 
2010).  
 
3.2. Estructura de HlyA 
 
 
Figura 1.3. Esquema de la estructura de HlyA donde se indican los dominios más relevantes 
para el mecanismo de acción.  
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 HlyA es una proteína muy grande cuya estructura tridimensional aún no ha 
podido ser determinada. Sin embargo, estudios de predicción y mutagénesis dirigida 
han permitido distinguir distintos dominios funcionales dentro de su estructura, como 
se muestra en la Figura 1.3: 
 En la porción N-terminal, según estudios de predicción, existen 9 α-hélices 
anfipáticas muchas de las cuales parecen ser relevantes para la interacción con la 
membrana (Soloaga et al., 1999).  
 Dentro del dominio N-terminal se ha identificado la zona determinante para la 
inserción en la membrana de la célula blanco y que se corresponde con la región 
comprendida entre los residuos 177-411 (Hyland et al., 2001).  
 Las regiones que rodean a ambos sitios de acilación, K564 y K690, constituyen los 
sitios de reconocimiento para HlyC. Se requieren de 15 a 30 aminoácidos en cada 
uno de estos sitios para que haya un reconocimiento basal por parte de HlyC y 
entre 50 y 80 aminoácidos alrededor de cada residuo de K para que ocurra una 
acilación completa de HlyA. Como se dijo anteriormente, HlyC parece reconocer 
motivos estructurales en estos sitios y no sólo la secuencia de aminoácidos 
(Stanley et al., 1996) (Langston et al., 2004).  
 El dominio de unión a calcio consiste de 11 a 17 repeticiones del nonapéptido rico 
en residuos de G y D, y presenta una estructura de hoja plegada β. La estructura 
tridimensional de este dominio se supone similar al de la región homóloga de la 
proteasa alcalina de Pseudomona aeruginosa, otro miembro de la familia RTX y 
cuya estructura tridimensional ha sido resuelta mediante difracción de rayos-X 
(Baumann et al., 1993). En este dominio las láminas β se asocian formando 
estructuras β helicoidales paralelas. El dominio de unión a calcio sería el 
responsable de las etapas tempranas de la interacción de la toxina con la 
membrana de la célula blanco (Sanchez-Magraner et al., 2007). 
 La secuencia comprendida entre los residuos 914 y 936 en el extremo C-terminal 
de la toxina se ha postulado como el dominio de unión a glicoforina A, una 
glicoproteína de la membrana de eritrocitos (Cortajarena et al., 2003). 
 Los últimos 48 a 60 residuos de aminoácidos del extremo C-terminal constituyen la 
secuencia de reconocimiento para el transporte de la toxina al medio extracelular a 
través del sistema de secreción tipo I. Se ha reportado que este dominio consiste 
en dos α-hélices separadas por 8 a 10 residuos cargados, y sólo la primera de las 
hélices y los aminoácidos separadores serían esenciales para el transporte (Gray et 
al., 1986) (Gray et al., 1989) (Kenny et al., 1992) (Kenny et al., 1994) (Hui et al., 
2000).  
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En la Figura 1.4 se puede observar un modelo propuesto para la estructura de 
proHlyA obtenida mediante modelado molecular en el cual se pueden apreciar las α-
hélices en el extremo N-terminal y las láminas β en el extremo C-terminal formando 
estructuras β helicoidales paralelas.  
  
 
Figura 1.4. Modelo obtenido para proHlyA mediante el servidor I-Tasser 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang et al., 2015) y visualizado mediante el 
programa VMD (Humphrey et al., 1996) coloreado de acuerdo a la estructura secundaria. Las 
láminas β se representan por medio de flechas amarillas y las α-hélices por medio de bucles 
morados. Se puede observar la estructura de láminas β paralela que adopta el dominio de las 
repeticiones. En la parte inferior de la figura se puede observar el extremo N-terminal de la 
proteína donde se encuentran las α-hélices.  
 
 
3.3. HlyA como factor de virulencia de E. coli 
 
 Dentro de las toxinas RTX la clasificación más común que se utilizó desde un 
comienzo se basó en el rango de especificidad que presentan las toxinas en cuanto a 
sus células blanco. Así han sido divididas en dos grandes grupos: las hemolisinas, que 
presentan un amplio espectro de células susceptibles y las leucotoxinas que presentan 
una mayor especificidad y sólo atacan células de la línea blanca. Las hemolisinas 
reciben su nombre por el hecho de que los eritrocitos son altamente susceptibles a la 
acción lítica de estas toxinas. HlyA pertenece al grupo de las hemolisinas. Muchos 
tipos celulares han demostrado ser susceptibles a la acción de HlyA, tanto monocitos 
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(Bhakdi et al., 1990) (Gadeberg et al., 1983), linfocitos (Cavalieri & Snyder, 1982), 
neutrófilos (Grimminger et al., 1991) como células endoteliales (Suttorp et al., 1990), 
células del epitelio renal (Keane et al., 1987), fibroblastos (Chaturvedi et al., 1969) y 
eritrocitos (DeBoy et al., 1980). 
HlyA es un importante factor de virulencia de cepas uropatogénicas de E. coli. 
Estas cepas forman parte de la flora normal del intestino pero pueden adquirir la 
capacidad de diseminarse y establecerse en otros nichos, principalmente el tracto 
urinario, desde donde pueden colonizar la vejiga causando cistitis o llegar hasta los 
riñones causando pielonefritis. Dependiendo de la severidad del caso, pueden incluso 
alcanzar el torrente sanguíneo produciendo bacteriemia llegando así a distintos tejidos, 
incluído el sistema nervioso (Wiles et al., 2008).  
Hasta el momento no se ha podido determinar con exactitud cuál es el papel 
que desempeña HlyA en la patogénesis de las enfermedades causada por E. coli. Se 
ha postulado que la lisis de las células, particularmente de los eritrocitos que 
presentan alto contenido de hierro, liberaría factores nutricionales requeridos para el 
desarrollo de la bacteria que, de otra manera, le resultan inaccesibles. Sin embargo, 
esto no ha podido ser probado hasta el momento. Estudios más recientes demuestran 
que los leucocitos reclutados a los tejidos infectados serían las principales células 
blanco de HlyA in vivo (Bhakdi et al., 1989). Utilizando un modelo de infección urinaria 
desarrollado en pez cebra, se encontró que el silenciamiento de la expresión de HlyA 
disminuye la virulencia de las cepas uropatogénicas y que ésta se recupera si se 
impide el desarrollo de neutrófilos y macrófagos en el sistema modelo. Estos estudios 
han permitido comprobar la importancia de HlyA como factor de virulencia de las 
cepas uropatogénicas y apoyan la hipótesis que postula como principal blanco de 
acción a las células fagocíticas del sistema inmune del huésped (Wiles et al., 2009). 
 Se ha encontrado que E. coli uropatogénica coloniza la vejiga ingresando en 
las células epiteliales y multiplicándose en su interior formando comunidades 
bacterianas intracelulares. Una vez que estas comunidades maduran, las bacterias 
deben escapar de las células para poder invadir otras y así empezar nuevamente el 
ciclo. En este sentido, se ha postulado que HlyA juega un rol importante en el proceso 
de exfoliación del epitelio de la vejiga, permitiendo la salida de las bacterias. Se ha 
comprobado que la expresión regulada de HlyA por parte de la bacteria es 
indispensable para lograr su supervivencia dentro de la vejiga de modo de alcanzar su 
colonización (Dhakal & Mulvey, 2012) (Nagamatsu et al., 2015). 
 
 Independientemente de cuál sea su contribución a la patogénesis de las 
enfermedades, para poder ejercer su acción HlyA debe interaccionar con las células 
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blanco. El conjunto de procesos que se desencadenan una vez que HlyA interacciona 
con la célula es realmente complejo y la información que se ha obtenido hasta la fecha 
acerca de este mecanismo es escasa. Se sabe que el primer paso esencial es la 
interacción de la toxina con la membrana y esto actúa como disparador de una serie 
de cambios estructurales importantes tanto en la proteína como en la membrana de 
manera tal que la toxina, que inicialmente interacciona con la membrana en una 
conformación soluble en medio acuoso, termina inmersa en la matriz hidrofóbica de la 
membrana plasmática formando un poro. 
 
 
4. La membrana plasmática: el punto de encuentro 
 
La membrana plasmática está compuesta por dos capas opuestas de lípidos o 
hemicapas (Gorter & Grendel, 1925). El modelo del mosaico fluido introducido por 
Singer y Nicolson en 1972 propuso que las membranas estaban formadas por una 
bicapa fluida de lípidos en la que tanto las proteínas como los lípidos podían moverse 
libremente (Singer & Nicolson, 1972). Inicialmente este modelo hacía referencia al 
movimiento aleatorio de las proteínas en la membrana como si se encontraran 
inmersas en un mar de lípidos. El modelo ha sido ampliado y contempla restricciones 
estructurales y funcionales en la organización de la membrana (Vereb et al., 2003). En 
este sentido, la mayoría de las membranas son asimétricas tanto lateralmente como 
en la composición de las distintas hemicapas (Verkleij et al., 1973). La hemicapa 
externa de la membrana plasmática está enriquecida en lípidos que contienen colina 
como PC y SM, mientras que la hemicapa interna está enriquecida en 
glicerofosfolípidos como fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS). Otros 
fosfolípidos minoritarios como ácido fosfatídico (PA), fosfatidilinositol (PI), 
fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP), fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) son más 
abundantes en la hemicapa interna de la membrana donde participan en procesos de 
señalización intracelular (Bretscher, 1972) (Gascard et al., 1991). Las células poseen 
mecanismos especializados para controlar la composición de la membrana, enzimas 
como flipasas, flopasas y escramblasas son las responsables de mantener la asimetría 
de la membrana (Daleke, 2003) y esta heterogeneidad en la distribución de 
fosfolípidos es crítica para una correcta homeostasis celular. El colesterol (Col) es un 
componente esencial de la membrana plasmática de las células animales y su 
presencia imparte propiedades particulares a la membrana respecto de su 
permeabilidad, propiedades mecánicas, ordenamiento de las cadenas lipídicas, 
difusión lateral, espesor de membrana, organización lateral, etc (Mouritsen & 
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Zuckermann, 2004). La abundancia del Col en las distintas hemicapas de la 
membrana plasmática parece ser más homogénea comparada con la de los 
fosfolípidos debido a la rápida transferencia o flip-flop del Col entre las distintas 
hemicapas (Hamilton, 2003) (Steck & Lange, 2012) (Steck et al., 2002).  
La membrana plasmática también presenta heterogeneidad lateral (Op den 
Kamp, 1979). Esto se observa por la presencia de regiones especializadas o 
microdominios de membrana entre los que se encuentran las caveolas y los rafts 
(Brown & London, 1998). Lo mismo se observa en distintos sistemas modelo de 
membrana que presentan en su composición dos o más clases de lípidos que exhiben 
un mezclado no ideal, lo que lleva a la formación de distintos microdominios (Mabrey 
et al., 1978) (Marguet et al., 2006). Esto constituye un aspecto estructural importante 
ya que permite la incorporación selectiva o la exclusión de ciertas proteínas de estas 
regiones, lo que provee un mecanismo que facilita la interacción proteína-proteína y 
lípido-proteína. En los últimos años, el interés científico se ha centrado particularmente 
en el estudio de una clase de dominios, los lipid rafts. Éstos se describen como 
microdominios enriquecidos en esfingolípidos y Col, que presentan una naturaleza 
altamente dinámica con gran movilidad en el plano de la membrana y han sido 
implicados en procesos de compartimentalización, modulación e integración de 
eventos de señalización, constituyendo plataformas para el ensamblaje de receptores 
de superficie (Lingwood & Simons, 2010) (Simons & Toomre, 2000). La Figura 1.5 
muestra una imagen de un modelo de membrana en el que puede observarse la 
heterogeneidad lateral de lípidos presente en la misma.  
 
 
 
Figura 1.5. Imagen generada mediante simulación Monte Carlo que representa una visión más 
moderna de una membrana biológica donde puede observarse la heterogeneidad lateral de 
lípidos. Adaptada de Khalid, 2013. 
 
En cuanto a la dinámica molecular de las membranas, se sabe que constituyen 
estructuras altamente dinámicas. Tanto la posición como la orientación de los lípidos 
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en la bicapa están cambiando constantemente. Asimismo, también ocurren cambios 
conformacionales en las cadenas hidrocarbonadas como isomerizaciones trans-
gauche que afectan el orden conformacional de los lípidos. La Figura 1.6 muestra los 
distintos tipos de movimientos que caracterizan la dinámica de los lípidos en la 
membrana. El coeficiente de difusión lateral, determina la habilidad de los lípidos de 
intercambiarse con sus vecinos, fenómeno que ocurre en una escala temporal de 
menos de un minuto, mientras que el coeficiente de difusión rotacional define la 
rotación angular alrededor de su eje perpendicular al plano de la membrana, 
movimiento que se da en escala de nanosegundos. Los lípidos también pueden 
transferirse de una hemicapa a la otra, lo que equivale a una difusión transversal o flip 
flop. Este proceso es energéticamente desfavorable, ya que las cabezas polares de 
los fosfolípidos deben atravesar la matriz hidrofóbica de la bicapa, por lo que es muy 
lento y ocurre en lapsos de horas o incluso días. Sumado a los movimientos 
individuales de las moléculas de lípidos, en la membrana también ocurren distintos 
tipos de movimientos colectivos que involucran muchas moléculas de lípidos y que se 
dan en distinta escala de tiempo. Estas incluyen ondulaciones de la bicapa, 
fluctuaciones de su espesor, así como difusión colectiva de clusters de moléculas en el 
plano de la membrana (Mouritsen, 2005).  
 
 
Figura 1.6. Esquema que ilustra los distintos movimientos individuales que experimentan las 
moléculas de lípidos en la membrana. 
 
 
De la misma manera, las proteínas también pueden difundir lateralmente en el 
plano de la membrana, pero su coeficiente de difusión es mucho menor que el de los 
lípidos. Lo mismo ocurre al considerar los cambios conformacionales internos y los 
movimientos rotacionales, todos estos procesos, dado el tamaño relativo de las 
proteínas respecto de los lípidos, se dan a una velocidad mucho menor (Mouritsen, 
2005). 
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La forma de los lípidos de membrana depende de la relación entre el área 
efectiva de su cabeza polar comparada con las dimensiones de su porción hidrofóbica, 
relación conocida como parámetro de empaquetamiento (Israelachvili, 1992). Así, los 
lípidos de membrana pueden presentar forma cilíndrica como PC o PS, forma cónica 
como PE o de cono invertido como lisoPC (Figura 1.7). Esto determina la localización 
de los lípidos en la bicapa y es responsable de la aparición de fenómenos de curvatura 
en la membrana, esencial en muchos procesos biológicos (Mouritsen, 2011) (Bagatolli 
& Mouritsen, 2013) 
 
 
Figura 1.7. (A) Parámetros de empaquetamiento (P) de distintos lípidos de membrana y las 
estructuras lamelares o no lamelares que formarán los mismos por autoensamblado en medio 
acuoso de acuerdo a este parámetro. (B) Curvaturas de membrana generadas por la distinta 
forma de los lípidos presentes en la bicapa. i) Curvatura negativa en ambas monocapas 
lipídicas; ii) Cero curvatura; iii) Curvatura positiva. Adaptado de Bagatolli & Mouritsen, 2013. 
 
 
En cuanto al comportamiento de fases de las membranas, la bicapa puede 
existir en distintos estados físicos, caracterizados por su organización lateral, el orden 
molecular y la movilidad de los lípidos que la constituyen. Las dos fases extremas que 
ocurren en las membranas biológicas son las llamadas fases gel y fases fluidas. En las 
fases gel, también llamadas fases sólidas ordenadas (So), las cadenas 
hidrocarbonadas de los lípidos se disponen en configuración trans y elongadas al 
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máximo, generando una red compacta. Consecuentemente, la difusión lateral de los 
lípidos se encuentra fuertemente reducida. En la fase fluida, también llamada fase 
líquido desordenada (Ld), ocurren isomerizaciones trans-gauche lo que genera que las 
cadenas hidrocarbonadas se encuentren menos extendidas y tanto la difusión lateral 
como rotacional de los lípidos se ve favorecida en estas bicapas. La transición entre 
una fase gel y una fase fluida ocurre a una temperatura específica, la temperatura de 
transición de fases (Mouritsen, 2005). 
En presencia de Col las bicapas lipídicas pueden adoptar un tercer estado de 
fase, denominado fase líquido ordenada (Lo). Esta fase comparte ciertas 
características con la fase gel y también con las fases fluidas (Ipsen et al., 1987). La 
inclusión de Col en la fase So perturba el empaquetamiento y por lo tanto reduce el 
orden de las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos. De la misma manera, cuando se 
intercala un motivo hidrofóbico rígido como el del Col en una fase Ld favorece una 
conformación trans de las cadenas hidrocarbonadas. En consecuencia la fase Lo 
presenta una difusión lateral y rotacional similar a una fase Ld pero un orden 
conformacional similar al del estado So (Ipsen et al., 1987) (Figura 1.8). 
 
 
 
Figura 1.8. Esquema que representa las distintas fases en las que puede existir la membrana, 
So y Ld; y el efecto del Col sobre ambas fases intercalándose entre las cadenas de los lípidos, 
generando la fase Lo. Tm: temperatura de transición de fase.  
 
 
En las membranas pueden coexistir fases Lo-Ld o Lo-So, esto ha sido 
observado experimentalmente en numerosos sistemas. La tendencia de los lípidos a 
formar una u otra fase dependerá esencialmente de su estructura química. Por 
ejemplo, la mayoría de los glicerofosfolípidos presentes en las membranas biológicas 
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poseen un ácido graso insaturado en posición sn-2 del glicerol. La presencia de este 
doble enlace en configuración cis produce un quiebre en la cadena hidrocarbonada 
que impide un empaquetamiento compacto de los lípidos, por lo que esta clase de 
lípido de membrana tendrá baja afinidad por los dominios ordenados. Por otro lado, los 
esfingolípidos que presenten cadenas hidrocarbonadas largas y saturadas, 
interaccionarán vía fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofóbicas, por lo que 
tendrán mayor propensión a formar fases ordenadas. 
En este sentido, la hipótesis de la existencia de rafts propone que estos 
dominios, enriquecidos en SM y Col, presentan fase Lo y coexisten con el resto de la 
membrana en fase Ld (Lingwood & Simons, 2010). 
 
 Frente a este panorama complejo se encontrarán todas las PFTs, al igual que 
HlyA, al interaccionar con la célula blanco. La membrana no será un actor pasivo 
durante el proceso de interacción sino que sus características particulares y las 
propiedades que presente ejercerán influencia y afectarán los distintos pasos del 
mecanismo lítico.  
 
 
5. Mecanismo de acción de HlyA 
 
5.1. Unión de HlyA a la membrana 
 
 El primer paso en el mecanismo de acción de cualquier PFT es la unión a la 
membrana de la célula blanco. Muchas de ellas lo hacen a través de receptores 
proteicos específicos, por unión a oligosacáridos de glicoproteínas de membrana o a 
los lípidos mayoritarios presentes en la hemicapa externa de la membrana.  
 En la búsqueda de posibles receptores implicados en la unión de HlyA a sus 
células blanco, se ha reportado la participación de la β2 integrina CD11a/CD18 de 
membrana en la unión de la toxina a leucocitos (Lally et al., 1997). Se determinó que 
HlyA se une a los oligosacáridos N-ligados de la subunidad β2 de esta integrina 
(Morova et al., 2008). La utilización de receptores proteicos de la familia de las 
integrinas para la unión a leucocitos también ha sido reportado para otras toxinas de la 
familia RTX como LtxA de A. actynomicetemcomitans y Cya de B. pertussis (Morova et 
al., 2008). Sin embargo, otros estudios empleando granulocitos indican que la unión de 
HlyA ocurre sin que se registre saturación en la unión, lo que indicaría que la toxina no 
interacciona con un receptor específico en estas células (Valeva et al., 2005). Como ya 
se ha mencionado, los eritrocitos son células muy susceptibles a la lisis por HlyA. 
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Estas células no presentan β2 integrina en su superficie pero sí poseen otras proteínas 
glicosiladas que podrían servir como sitios de unión de HlyA. En este sentido, se ha 
postulado que la glicoforina, actúa como receptor de HlyA en la membrana del glóbulo 
rojo (Cortajarena et al., 2001) y que la porción encargada del reconocimiento e 
interacción con la glicoproteína es la que se extiende entre los residuos 914-936 del 
extremo C-terminal de la toxina (Cortajarena et al., 2003). Sin embargo, al igual que lo 
encontrado al analizar la interacción con granulocitos, estudios realizados por Valeva 
et al., indican que la interacción de HlyA con eritrocitos es independiente de la 
presencia de un receptor (Valeva et al., 2005). Estas diferencias encontradas podrían 
deberse al tipo de diseño experimental usado como ser la concentración de toxina 
ensayada, tipo celular, especie, etc. De todas maneras, estudios empleando liposomas 
desprovistos de proteínas confirman la actividad de HlyA en ausencia de receptores 
proteicos. Se ha comprobado que HlyA produce la liberación del contenido de 
liposomas de muy variada composición lipídica (Ostolaza et al., 1993). Esto implica 
que HlyA puede utilizar distintos mecanismos de unión a la membrana, tanto 
dependientes como independientes de receptor, dependiendo de la célula blanco, lo 
que podría significar un tipo de regulación adicional en su acción. Si se tiene en cuenta 
que los efectos generados por HlyA sobre la célula blanco no dependen 
específicamente de la unión a un receptor, es factible suponer que los mismos estén 
actuando simplemente como mediadores concentrando la toxina en la superficie de la 
membrana, facilitando así su inserción. 
 Se ha descripto que la interacción de HlyA con membranas desprovistas de 
receptor ocurre en dos etapas. Inicialmente, se produce la adsorción de la toxina a la 
superficie, siendo la región C-terminal de la toxina la responsable de estos primeros 
contactos, los que están gobernados por interacciones electrostáticas (Sanchez-
Magraner et al., 2007). Esta adsorción inicial es un proceso reversible que no requiere 
de la unión a Ca2+ ni de la presencia de los ácidos grasos unidos covalentemente a la 
toxina (Bakas et al., 1996) (Ostolaza & Goñi, 1995) (Soloaga et al., 1996).  
 En cambio, para que la asociación de HlyA a la membrana se vuelva 
irreversible se requiere de la unión de Ca2+ al sitio de las repeticiones y de la 
activación por acilación de la toxina (Bakás et al., 1998) (Sanchez-Magraner et al., 
2006) (Herlax & Bakas, 2003). Esta irreversibilidad en la unión está dada por la 
inserción de la toxina en la membrana y es un fenómeno que, a diferencia de la 
adsorción, está altamente influenciado por las características físicas de la misma 
(Bakas et al., 1996).  
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5.2. Inserción de HlyA en la membrana 
 
 La unión de Ca2+ al dominio de las repeticiones no modifica la estructura 
secundaria de la proteína pero produce un cambio conformacional que expone 
residuos hidrofóbicos en la superficie (Bakás et al., 1998). Este aumento de la 
superficie hidrofóbica favorece la inserción irreversible en la membrana, esencial para 
que tenga lugar la lisis.  
 La región de HlyA que se inserta en la membrana está localizada en la porción 
N-terminal, entre los residuos 177 y 411 (Hyland et al., 2001). Una vez que ocurre la 
inserción irreversible, la toxina se comporta como una proteína integral de membrana y 
sólo puede extraerse mediante el tratamiento con detergentes (Soloaga et al., 1999).  
 El estudio de la inserción de HlyA en bicapas de distinta composición lipídica, 
formadas ya sea por una única clase de fosfolípidos, o por mezclas binarias de 
fosfolípidos o de fosfolípidos y Col, permitió determinar que el estado de fase de la 
membrana tiene un fuerte impacto en el proceso de inserción (Bakas et al., 1996). En 
este sentido, la inserción irreversible se ve favorecida en las bicapas que presentan 
fases fluidas por sobre las que presentan fase gel y, dentro de las fases fluidas, se 
produce un mayor grado de inserción en las membranas en fase Ld que en fase Lo 
(Bakas et al., 1996). 
 
 
5.3. Oligomerización de HlyA 
 
 En la mayoría de las PFTs la oligomerización constituye un paso previo o 
posterior a la inserción en la membrana que finalmente lleva a la formación del poro 
(Parker & Feil, 2005). En el caso de HlyA y otras toxinas de la familia RTX, no se ha 
podido aislar hasta el momento una estructura multimérica aunque existen medidas 
indirectas que indican que la toxina debe oligomerizar luego de su inserción para que 
ocurra la lisis (Benz et al., 1992) (Ludwig et al., 1993) (Herlax et al., 2009).  
 Se ha encontrado que la inserción de la toxina no siempre lleva a la lisis 
celular, ya que la introducción de diversas mutaciones puntuales en la toxina genera 
proteínas que son capaces de insertarse en la membrana pero que pierden su 
actividad lítica (Sanchez-Magraner et al., 2006). 
 La presencia de los ácidos grasos es indispensable para que ocurra el proceso 
lítico. En presencia de los ácidos grasos, y luego de la unión a Ca2+, la toxina adquiere 
una conformación que permite la exposición de regiones intrínsecamente 
desordenadas dentro de la secuencia de la proteína. Estas regiones son las 
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responsables de promover interacciones proteína-proteína involucradas en el proceso 
de oligomerización (Herlax & Bakas, 2007). Se ha reportado que HlyA oligomeriza en 
la membrana de fantasmas de eritrocitos de carnero, mientras que esto no ocurre en el 
caso del precursor inactivo proHlyA que no se encuentra acilado (Herlax et al., 2009).   
 Se ha reportado que numerosas proteínas aciladas son dirigidas a 
microdominios de membrana enriquecidos en SM y Col (Levental et al., 2010) 
(Melkonian et al., 1999). En el caso particular de HlyA, se la ha encontrado asociada a 
membranas resistentes a detergentes (DRMs de sus siglas en inglés Detergent 
Resistant Membranes), con lo que se ha postulado su asociación a microdominios de 
membrana (Herlax et al., 2009). En el mismo trabajo se demostró que la disminución 
del contenido de Col de la membrana de eritrocitos de carnero produce una 
disminución de la oligomerización y altera la cinética del proceso, reduce notoriamente 
la asociación de HlyA a DRMs, al mismo tiempo que produce una caída abrupta de la 
actividad lítica. Considerando estos resultados, se propuso que los microdominios de 
membrana actuarían como plataformas de concentración de los monómeros facilitando 
la interacción proteína-proteína que lleva a la oligomerización. El análisis de la cinética 
de oligomerización indica que este sería un fenómeno progresivo, donde pequeños 
oligómeros se irían fusionando generando así el poro lítico (Herlax et al., 2009). 
 
 
5.4. Formación del poro lítico 
 
 HlyA carece de dominios transmembrana bien definidos y dado que se aísla 
principalmente como monómero de las membranas, durante mucho tiempo ha sido 
cuestionada su capacidad de formar poros. Así, se han propuesto distintos 
mecanismos que podrían conducir a la lisis celular como una acción de tipo detergente 
o un efecto desestabilizador mediante la incorporación de la toxina en la hemicapa 
externa de la membrana, comportándose como una proteína integral no 
transmembrana (Ostolaza et al., 1993) (Soloaga et al., 1999). Sin embargo, en 
estudios de patch clamp en leucocitos y también empleando bicapas lipídicas planas, 
se observa actividad formadora de poros en membranas de diversas composiciones 
(Menestrina et al., 1996) (Menestrina et al., 1995) (Menestrina & Ropele, 1989) (Bakas 
et al., 2006). Estudios de protección osmótica indican que el tamaño de poro es 
variable y depende tanto de la concentración de toxina utilizada como de la 
temperatura y el tiempo de exposición (Moayeri & Welch, 1994). 
 Como se dijo, HlyA presenta actividad formadora de poro en bicapas lipídicas 
planas (BLMs). El poro, caracterizado por medidas de conductancia, es un poro 
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proteolipídico ya que sus parámetros son fuertemente dependientes de la composición 
lipídica de la membrana. Mediante medidas de tiempo de vida media de la membrana 
se ha demostrado que HlyA ejerce un potente efecto desestabilizador sobre la 
membrana, disminuyendo la barrera de energía para el desarrollo y crecimiento del 
poro (Bakas et al., 2006). Como ha sido sugerido para otras proteínas que 
desestabilizan la membrana, el mismatch hidrofóbico/hidrofílico de los lípidos en torno 
a la proteína reduce el costo energético para el agrandamiento del poro, lo que es 
equivalente a una disminución en la tensión lineal del poro. Llamativamente, en 
contraste con lo encontrado para otras proteínas desestabilizadoras de la membrana, 
se ha reportado que HlyA causa una disminución en la capacitancia de la membrana 
para distintas composiciones lipídicas analizadas (Bakas et al., 2006). Este efecto 
puede explicarse por un incremento en el espesor de la bicapa como consecuencia de 
la reorganización de las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos que se produce como 
resultado de la interacción con la toxina (Figura 1.9). 
 
 
 
 
Figura 1.9. (A) Esquema de la localización de diferentes lípidos en el poro proteolipídico 
formado por HlyA. (B) Sección transversal de la parte media del poro en el plano de la 
membrana. Los lípidos lamelares se encuentran representados como cilindros rojos, los lípidos 
con curvatura intrínseca positiva como conos corales y lípidos con curvatura negativa como 
conos o cilindros rosa. Adaptado de Bakas et al., 2006. 
 
 
Otro aspecto interesante encontrado en la interacción de HlyA con bicapas 
planas, es el incremento en la estabilidad de BLMs conteniendo lisofosfatidilcolina 
(LPC) frente a la acción de la toxina (Bakas et al., 2006). Usualmente, LPC es un 
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agente desestabilizante de membranas que favorece la formación de poros toroidales. 
Una posible explicación de esta paradoja en términos de la forma molecular y de la 
curvatura puede estar relacionada con el incremento de espesor de la bicapa inducido 
por HlyA. Generalmente, la expansión del poro y la ruptura de la membrana está 
facilitada por la presencia de moléculas que inducen una curvatura positiva (como 
lisofosfolípidos), ya que existe una disminución en la energía por unidad de longitud 
(tensión lineal) requerida para formar los bordes del poro en una membrana donde la 
curvatura de la monocapa es positiva, mientras que la presencia de lípidos inductores 
de curvatura negativa (como diacilglicerol, PE y Col), incrementan la energía libre (por 
unidad de longitud) para la creación del poro. En un poro proteolipídico, la curvatura 
positiva se encuentra perpendicular al plano de la membrana, mientras que la 
curvatura negativa está presente en el plano de la membrana alrededor del poro 
(Gilbert et al., 2014). Sin embargo, como fue descripto para HlyA, a medida que 
incrementa la longitud del poro la curvatura se desplaza hacia valores negativos, 
haciendo que la formación de dicho poro esté energéticamente menos favorecida en 
membranas que contienen lípidos con curvatura espontánea positiva. Así, LPC 
previene la formación de partes del toroide que son predominantemente de curvatura 
negativa, estabilizando en consecuencia la membrana. 
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6. Objetivos 
 
 Como se ha mencionado anteriormente, la interacción toxina- membrana es un 
paso obligado en el mecanismo de acción de HlyA. Dada la complejidad que presenta 
la membrana plasmática y siendo HlyA una proteína de gran tamaño que debe 
incorporarse en ella, queda claro que múltiples factores, tanto de la membrana como 
de la proteína, tendrán notable participación en el proceso. 
Al día de la fecha, el mecanismo preciso por el cual HlyA ejerce su efecto lítico 
se desconoce. El objetivo general de este trabajo de tesis es profundizar en el 
conocimiento de este mecanismo de acción, principalmente en la interacción toxina-
membrana y toxina-lípidos de membrana. 
Para esto se plantean los siguientes objetivos específicos: 
 Analizar la influencia del estado de fase y la presencia de segregación de 
fases en la interacción de HlyA con membranas, tratando de establecer si 
existe partición preferencial de la toxina en fases Ld o Lo. 
 
 Estudiar la existencia de interacciones específicas de HlyA con los lípidos 
mayoritarios de la hemicapa externa de la membrana celular. 
 
 Analizar la existencia de determinantes moleculares de HlyA que participen 
en la interacción con lípidos de membrana. 
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1. Purificación de HlyA 
 
La purificación de HlyA se realizó a partir de cepas superproductoras de E.coli 
WAM 1824 (pSF4000 en cepas JM15) (Moayeri & Welch, 1997). Esta cepa fue cedida 
por el Dr. Rodney Welch de la Universidad de Madison, Wisconsin.  
Las bacterias fueron crecidas en medio Luria-Bertani (LB) sólido (NaCl 10 g/l, 
extracto de levadura 5g/l, triptona 10g/l, cloranfenicol 20 µg/ml y agar 20 g/l) (Maniatis 
et al., 1989) durante una noche a 37ºC. Luego fueron repicadas en medio de cultivo 
LB líquido conteniendo 20 µg/ml de cloranfenicol, donde crecieron con agitación 
continua a 37 ºC hasta fase logarítmica caracterizada por una DO 600 nm = 0.9-1. Se 
separaron las bacterias por centrifugación a 6000 rpm (centrífuga Avanti JE, rotor JLA 
16.250) durante 15 min a 4 ºC. Se colectaron los sobrenadantes y se llevó a pH 4.5 (el 
punto isoeléctrico de HlyA). La proteína se precipitó mediante el agregado de etanol 
frío hasta alcanzar una concentración final de 20% (v/v) de etanol. Luego de 48 h, se 
colectó la proteína precipitada mediante centrifugación a 10000 rpm durante 1 h a 4°C 
y se resuspendió en buffer TCClGn (Tris.HCl 20 mM, NaCl 150mM, Cloruro de 
guanidinio 6M, pH= 7.4). Las muestras así obtenidas se almacenaron a -20 ºC.  
En un segundo paso de purificación se sometieron las muestras obtenidas a 
cromatografía de exclusión molecular a través de una columna Superdex 200 
(Amersham Biosciences) utilizando Buffer TCClGn como buffer de elución. Las 
fracciones obtenidas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Aquellas fracciones 
conteniendo toxina fueron colectadas formando un pool que se almacenó a -20°C. 
Luego de cada purificación se midió la actividad hemolítica y la concentración 
de proteína se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
La pureza de las muestras se comprobó mediante SDS-PAGE según el método 
de Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras fueron pretratadas durante 5 min a 100°C 
con Buffer muestra conteniendo SDS y β-mercaptoetanol como agente reductor. 
Posteriormente se sembraron en geles de doble desarrollo, el primer gel de 
apilamiento o gel stacking de menor concentración de acrilamida permite la 
concentración o apilamiento de las proteínas en el límite con el segundo gel de corrida 
o resolving donde las proteínas son separadas de acuerdo a su masa molecular, dado 
que el tratamiento con SDS brinda a todas las proteínas la misma relación 
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carga/masa. Se utilizaron geles 8% de 0.75 mm de espesor para la separación de las 
muestras y los mismos se corrieron a 140 Volts. El equipo empleado fue un 
MiniProtean III (BioRad). Una vez terminada la corrida electroforética los geles se 
tiñeron con una solución 0.1 % (p/v) de Coomassie Blue R-250 en Metanol: Ácido 
acético: Agua (4.5:0.5:5.0 [v/v]) y posterior decoloración con mezcla Metanol: Ácido 
acético: Agua (4.5:0.5:5.0 [v/v]). En cada corrida se incluyó el patrón de pesos 
moleculares Precision Plus Protein dual color standards de BioRad.  
En la Figura 2.1 se puede observar un gel obtenido de una purificación de 
HlyA. 
 
 
Figura 2.1. SDS-PAGE de HlyA. Se sembraron 10 µg de HlyA en geles 8% junto con un patrón 
de pesos moleculares y se sometieron a electroforesis a 140 Volts. El gel se tiñó con 
Coomassie Blue y se decoloró posteriormente evidenciando la banda de HlyA a la altura de 
110 kDa.  
Antes de realizar los ensayos las proteínas fueron dializadas contra Buffer TC 
(Tris-HCl 20 mM, NaCl 150mM, pH=7.4) por 4 h a 4°C para eliminar el Cloruro de 
guanidinio. 
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2. Ensayos de actividad hemolítica 
 
Los ensayos se realizaron con sangre fresca estéril y desfibrinada de carnero 
provista por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. 
Previo a cada ensayo se realizó la estandarización de la sangre a utilizar. Para lograr 
esto se tomó una alícuota de sangre y se hicieron lavados sucesivos con una solución de 
NaCl 0.9 % (p/v) hasta obtener un sobrenadante claro, libre de hemoglobina. Luego se 
preparó una suspensión de glóbulos rojos en NaCl 0.9% (p/v) y se estandarizó su 
concentración de manera tal que al agregar 12.5 µl de esta suspensión a 1 ml de agua 
destilada, la absorbancia medida a 412 nm fuera de 0.6 UA (unidades arbitrarias).  
Los ensayos se realizaron en placas de hemólisis por dilución seriada de 100 µl 
de toxina en 100 µl de Buffer de hemólisis (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150mM, CaCl2 10 mM 
pH= 7.4). Se añadieron 100 µl de sangre estandarizada en cada pocillo de manera que el 
volumen final de todos los pocillos fuera de 200 µl. Las placas se incubaron a 37 ºC 
durante 30 min y luego se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min a 4 °C (Avanti JE, rotor 
JS5.3). El porcentaje de hemólisis se calculó en base al porcentaje de hemoglobina 
liberada. Para esto se diluyeron 10 µl del sobrenadante de cada pocillo en 200 µl de agua 
destilada y se midió la Absorbancia a 405 nm utilizando un lector de placas Multimode 
Detector DTX 880 (Beckman Coulter). 
El porcentaje de hemólisis se calculó para cada pocillo comparando la 
absorbancia obtenida con la de un pocillo control donde se produce la lisis osmótica de 
los eritrocitos mediante el agregado de agua. La ecuación utilizada es la siguiente: 
 
% de lisis en el pocillo X =  (AX – A0) / (AH20 – A0) x  100                      
                                                                                             
Donde Ax es la absorbancia en el pocillo X, A0 la absorbancia medida en un pocillo 
control sin toxina y AH2O corresponde a la absorbancia obtenida luego de la lisis de los 
eritrocitos en agua destilada, correspondiente al 100% de hemólisis. 
 
 
3. Cuantificación de proteínas por el método de Bradford  
 
En presencia de proteínas, la absorbancia máxima de una solución ácida del 
colorante Coomassie Blue aumenta de 465 a 595 nm debido a la estabilización de la 
forma aniónica del colorante tanto por interacciones iónicas como hidrofóbicas con los 
residuos de la proteína. El colorante reacciona principalmente con los residuos de 
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arginina (R) y en menor extensión con histidina (H), K, tirosina (Y), triptófano (W), y 
fenilalanina (F) (Bradford, 1976).  
El reactivo de Bradford se preparó con 50 ml de etanol (95% [v/v]), 100 ml de 
ácido fosfórico (85%) y 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma) en un 
volumen final de 1l. Se filtró antes de cada uso para eliminar los residuos sólidos no 
disueltos.  
En los ensayos se mezclaron 5 µl de muestra con 200 µl de reactivo Bradford. 
Después de 10 min se midió la absorbancia a 595 nm en lector de placas Multimode 
Detector DTX 880 (Beckman Coulter). 
En cada determinación se realizó una curva patrón con cantidades conocidas 
de seroalbúmina bovina (Sigma) disueltas en el mismo buffer que la muestra. 
 
 
4. Preparación de sistemas modelo de membrana  
 
Los liposomas son sistemas modelo de membranas comúnmente utilizados en 
el estudio de diversos procesos que ocurren a nivel de membrana como fusión, 
adhesión, interacción de biomoléculas, etc. Estas vesículas lipídicas se producen a 
partir de la dispersión de determinados lípidos en solución acuosa donde éstos se 
autoensamblan formando bicapas en un proceso gobernado por interacciones 
hidrofóbicas, de manera tal que las cabezas polares quedan en contacto con el medio 
acuoso y las cadenas hidrofóbicas permanecen secuestradas en el interior no polar.  
De acuerdo al método utilizado para su preparación se pueden obtener 
distintas estructuras formadas por bicapas lipídicas. Cuando una película de lípidos se 
hidrata a una temperatura por encima de su temperatura de transición de fases, se 
forman vesículas multilamelares (MLVs de sus siglas en inglés Multilamellar Lipid 
Vesicles). Estas vesículas están formadas por varias bicapas lipídicas dispuestas de 
manera concéntrica que se encuentran separadas por la fase acuosa en la que fueron 
resuspendidas y generalmente presentan un tamaño que oscila entre 0.5 y 10 µm. En 
el método de extrusión las MLVs son forzadas a pasar a través de una membrana de 
poro variable lo que origina la formación de vesículas unilamelares grandes (LUVs de 
sus siglas en inglés Large Unilamellar Vesicles). Estas vesículas se caracterizan por 
presentar una única bicapa lipídica que rodea un interior acuoso y su tamaño puede 
variar entre 100 y 400 nm, aproximadamente. De la misma manera, las vesículas 
unilamelares pequeñas (SUVs de sus siglas en inglés Small Unilamellar Vesicles) se 
obtienen por sonicación de las MLVs y poseen un diámetro generalmente inferior a 50 
nm. Los GUVs (de sus siglas en inglés Giant Unilamellar Vesicles) son también 
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vesículas unilamelares pero, a diferencia de las anteriores, presentan un tamaño 
mayor a 1 µm (Figura 2.2). Estos se pueden obtener por hidratación de una película de 
lípidos a temperaturas por encima de la temperatura de transición de fases, hidratando 
ya sea por largos períodos de tiempo (método de hidratación) o mediante aplicación 
de un campo eléctrico externo (método de electroformación) (Walde et al., 2010) 
(Méléard et al., 2009). 
Para la preparación de los LUVs utilizados en este trabajo de tesis se depositó 
la cantidad necesaria de lípidos (Avanti Polar Lipids) disueltos en cloroformo en un 
tubo de ensayo. Luego, se evaporó el solvente bajo una corriente de N2 generando 
una película de lípidos en el fondo del tubo y se colocó 2 h en vacío para evaporar los 
restos de cloroformo. Finalmente, se agregó un buffer adecuado agitando 
enérgicamente para resuspender los lípidos y formar las MLVs, siempre trabajando por 
encima de la temperatura de transición de fases de la mezcla utilizada. Una vez 
formadas las MLVs, se obtuvieron los LUVs por el método de extrusión, forzando el 
pasaje de las MLVs a través de membranas de poro 0.1 µm (Nucleopore) utilizando un 
extrusor Avestín.  
 
 
Figura 2.2. Esquema de los distintos sistemas modelo de membrana y sus tamaños relativos. 
Adaptado de Voskuhl and Ravoo, 2009. 
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Capítulo 3: Efecto de la segregación de fases en la 
interacción de HlyA con membranas 
 
1. Introducción 
 
La coexistencia de fases Lo-Ld en el plano de la membrana y la distribución 
lateral de proteínas sin lugar a dudas tiene un papel importante en muchos procesos 
biológicos, como transporte de proteínas y lípidos durante la exo y endocitosis, 
cascadas de señalización, apoptosis, fusión de membrana, adhesión celular, entre 
otras (Brown & London, 1998) (Simons & Toomre, 2000). Los microdominios de 
membrana o rafts han sido descriptos como sitios preferenciales de ataque de muchos 
patógenos y de sus toxinas (van der Goot & Harder, 2001) (Duncan et al., 2002) 
(Manes et al., 2003). Se cree que actúan como plataformas que permiten concentrar 
receptores necesarios para la unión de los patógenos a la membrana y/o para la 
oligomerización de sus toxinas, favoreciendo su acción.  
Una característica distintiva de estos microdominios es su composición lipídica, 
ya que presentan un alto contenido de Col y esfingolípidos, dando lugar a la formación 
de dominios en fase Lo, caracterizados por la presencia de cadenas hidrocarbonadas 
estrechamente empaquetadas y extendidas pero donde los lípidos conservan una 
difusión lateral similar a la de una fase Ld. Al igual que en sistemas modelo de 
membranas donde, dependiendo de la composición, se puede observar coexistencia 
de fases Lo-Ld, se postula que en las membranas celulares podrían formarse 
microdominios (dominios Lo) que coexistirían con el resto de la membrana que 
presentaría características Ld (Hancock, 2006) (Lagerholm et al., 2005) (Pike, 2003). 
Uno de los resultados que apoya la existencia de estos microdominios es que las 
membranas celulares no se solubilizan completamente cuando son tratadas con 
detergentes no iónicos, como el Tritón X-100, a bajas temperaturas. Una fracción 
permanece insoluble y puede ser aislada en un gradiente de sacarosa (London & 
Brown, 2000). Estas fracciones se denominan DRMs. Estudios en sistemas modelo de 
membrana han permitido explicar la naturaleza de este comportamiento, demostrando 
que el alto grado de empaquetamiento que presentan los lípidos en la fase Lo previene 
la incorporación del detergente en la membrana (London & Brown, 2000). Asimismo, la 
obtención de DRMs a partir de sistemas modelo sólo se da en aquellos sistemas que 
presentan fases Lo antes del tratamiento con detergente (Ahmed et al., 1997). Esto 
sugiere que las DRMs aisladas a partir de las células derivan de dominios 
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preexistentes en la membrana celular y que los mismos efectivamente presentarían 
estructura Lo.  
En estudios previos se analizó la implicancia de los microdominios de 
membrana en el proceso hemolítico de HlyA (Herlax et al., 2009). Los resultados 
demostraron que HlyA se asocia a DRMs y que la disrupción de los microdominios por 
extracción de Col con metil-β-ciclodextrina previene la oligomerización al mismo 
tiempo que disminuye la actividad lítica de la toxina. Se postuló entonces que HlyA 
interacciona con microdominios de membrana enriquecidos en SM y Col y que la 
interacción con estos microdominios sería necesaria para alcanzar una concentración 
local de toxina lo suficientemente alta como para facilitar su oligomerización (Herlax et 
al., 2009). 
Por otro lado, se ha encontrado que la interacción de HlyA con la membrana 
depende de las propiedades físicas de la misma, pudiendo unirse de manera 
reversible o irreversible de acuerdo al grado de interacción (Bakas et al., 1996). La 
adsorción inicial a la membrana es un proceso reversible y sólo cuando la toxina se 
inserta dentro de la membrana su unión se vuelve irreversible. En este sentido, en 
estudios utilizando liposomas que presentaban distintos estados de fase de acuerdo a 
su composición y a la temperatura de trabajo, se vio que la inserción irreversible de 
HlyA en las membranas se ve favorecida en aquellas que presentan fase Ld sobre la 
fase gel o Lo (Bakas et al., 1996). La inserción preferencial de péptidos en las fases 
más fluidas parecería ser un fenómeno general y que encuentra cierto sentido si se 
piensa en las características propias de estas fases que las hacen más propensas a 
presentar defectos que favorecerían la inserción de la toxina. En el mismo sentido, al 
estar menos empaquetadas presentarían menos resistencia a la inserción y podrían 
responder más fácilmente reorganizándose liberando el exceso de presión generado 
por la toxina con un menor costo energético. 
Considerando los resultados previos recién mencionados (Bakas et al., 1996) 
(Herlax et al., 2009), la asociación de HlyA con DRMs enriquecidas en SM y Col 
parecería contradecir la preferencia en la inserción irreversible de HlyA en membranas 
en fase Ld.  
Este capítulo tiene como objetivo analizar la influencia de la segregación de 
fases en la interacción de HlyA con membranas, tratando de establecer si existe 
partición preferencial de la toxina en alguna de las fases de modo de poder aclarar los 
resultados contradictorios encontrados hasta el momento. 
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interacción de HlyA con membranas 
 
2. Materiales y métodos 
 
2.1. Materiales 
 
Los lípidos utilizados: 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), N-palmitoil-
D-eritro-esfingosilfosforilcolina (16:0 SM), N-nervonoil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina 
(24:1 SM), y colesterol (Col) fueron obtenidos en Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, 
USA). 
 
 
2.2. Métodos 
 
2.2.1. Ensayos empleando monocapas lipídicas como sistema modelo de 
membrana 
 
Las monocapas lipídicas constituyen un modelo simple que permite simular 
membranas biológicas y evaluar la inserción de compuestos anfipáticos en la misma 
(Brockman, 1999) (Maget-Dana, 1999). Estos films monomoleculares insolubles son 
también llamados monocapas de Langmuir y se forman sembrando moléculas 
anfifílicas insolubles sobre la superficie de una fase acuosa.  
Las monocapas lipídicas pueden ser consideradas como análogos de una de 
las hemicapas que compone una membrana biológica ya que los anfifilos se ubican en 
la interfase con sus cabezas polares en contacto con la subfase acuosa mientras que 
las cadenas hidrocarbonadas se despliegan hacia el aire de manera de evitar el 
contacto con el medio acuoso. Estos sistemas bidimensionales presentan muchas 
ventajas respecto de otros sistemas modelo de membranas y son ampliamente 
utilizados en el estudio biofísico de la interacción de proteínas, fármacos, etc, con 
membranas biológicas, permitiendo así caracterizar la influencia de muchas moléculas 
relevantes desde el punto de vista biológico sobre la estructura de la capa de 
fosfolípidos (Brezesinski & Möhwald, 2003) (Maget-Dana, 1999). 
La formación de las monocapas es un proceso simple. Se coloca sobre una 
superficie acuosa (la subfase) un pequeño volumen de un anfifilo (en nuestro caso 
lípidos) disuelto en un solvente orgánico volátil y no miscible con la fase acuosa. El 
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solvente rápidamente se evapora y los anfifilos, insolubles en el medio acuoso, irán 
reorganizándose formando una capa monomolecular en la interfase aire/agua.  
La adición de los anfifilos a la interfase aire/agua disminuye la tensión 
superficial del líquido. Si se considera una interfase aire/agua limpia, y se analizan las 
fuerzas de interacción que operan sobre una molécula de agua en el seno del líquido y 
una presente en la interfase, se encuentra que aquellas moléculas que están en la 
interfase, al no estar completamente rodeadas de moléculas vecinas, sufren un 
desbalance de las fuerzas de interacción y presentan una fuerza neta de atracción 
hacia el seno del líquido. Esto hace que el líquido tienda a disminuir el área expuesta y 
haya que entregar trabajo para aumentar el área del líquido. La fuerza que actúa sobre 
las moléculas en la superficie es la tensión superficial (γ). Cuando se forma una 
monocapa de anfifilos en la interfase, los mismos interaccionan con las moléculas de 
agua de la interfase y la aparición de estas nuevas fuerzas hace que disminuya la 
tensión superficial del líquido. El valor absoluto de este descenso corresponde a la 
fuerza por unidad de longitud con la cual la monocapa del surfactante tiende a 
expandirse en relación a la superficie del líquido puro y se conoce como presión 
superficial (π) (Brockman, 1999).  
𝜋 = 𝛾0− 𝛾 
π presión superficial, γ0 tensión superficial del líquido puro, γ tensión superficial en 
presencia de la monocapa. 
El área disponible por molécula inicialmente dependerá de la superficie de la 
subfase acuosa y del número de moléculas sembradas en la superficie de la misma 
así como de la estructura de la molécula en cuestión. Se puede utilizar una barrera 
móvil para ajustar el área por molécula. El registro continuo de la tensión superficial 
durante la compresión y descompresión de la monocapa permite obtener isotermas de 
presión superficial (π)- Área por molécula.  
 
 
2.2.1.1. Caracterización de las monocapas lipídicas mediante isotermas de 
compresión 
 
Las isotermas de π en función del área permiten caracterizar las propiedades 
físicas de las monocapas y se obtienen por compresión continua de la monocapa 
mientras se registra la presión superficial. Como los anfifilos son prácticamente 
insolubles en la subfase, el número de moléculas de la monocapa permanece 
constante durante la compresión lo que permite calcular el área promedio por 
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molécula. Esto se logra dividiendo el área de la monocapa por el número total de 
moléculas sembradas en la superficie.  
Análogos a los estados sólido, líquido y gaseoso en tres dimensiones, en 
monocapas se pueden observar distintos estados de fase: gaseoso (G), líquido-
expandido (Le), líquido-condensado (Lc) y sólido (S) y sus correspondientes 
transiciones (Figura 3.2.1).  
 
 
Figura 3.2.1: Representación de una isoterma Presión superficial (π) vs. Área molecular 
promedio (Å2/molécula) para un fosfolípido. Las áreas grises representan zonas de 
coexistencia de fases (LC-LE y LE-G). S: Región con estructura tipo sólido bidimensional; LC: 
región líquido condensado; LE: región líquido expandido; G: región gaseosa. πS y AS 
corresponden a la presión y área de transición, respectivamente, entre fases líquidas y sólidas.  
πC y AC corresponden a la presión y área críticas, respectivamente, entre las regiones de 
coexistencia de fases LE and LC-LE. Adaptado de Pichot et al., 2013. 
 
 
Al sembrar los anfifilos en la superficie del líquido, inicialmente estarán lo 
suficientemente alejados entre sí, de modo que habrá muy poca interacción entre 
ellos, condición que puede considerarse como una fase gaseosa bidimensional. A 
medida que las barreras avanzan y reducen el área de la monocapa, los anfifilos se 
van acercando entre sí y comienzan a interaccionar, esto lleva a una transición de fase 
gas-líquido y aparece una fase líquida. Las interacciones entre las moléculas 
modifican la tensión superficial y π comienza a aumentar, lo que se conoce como 
punto de despegue en la isoterma. Así, durante la compresión de la monocapa, los 
anfifilos se irán autoorganizando y esto llevará a distintos cambios de fase, los cuales 
se observan como discontinuidades en la isoterma. Cuando las barreras han avanzado 
lo suficiente, los anfifilos están organizados en arreglos muy compactos, llegando a 
formar un sólido bidimensional. Llegado este punto, si se continúa comprimiendo, se 
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produce el colapso de la monocapa, lo que implica que los anfifilos ya no pueden 
organizarse más y por lo tanto comienzan a ser expulsados de la monocapa, 
generando estructuras 3D. El colapso de la monocapa se registra claramente en la 
isoterma mediante una caída abrupta de la presión superficial. 
 
 
2.2.1.2. Obtención de las isotermas de compresión  
 
Para la formación de las monocapas, se depositaron los lípidos disueltos en 
cloroformo sobre la superficie de la subfase constituída por Buffer TC 10 mM CaCl2, 
contenida en un compartimento de teflon. Los mismos se dejaron reposar durante 5 
min para asegurar la evaporación del solvente y relajación de la monocapa a una π 
≤0.1 mN/m. Luego se comprimió la monocapa isométricamente a una velocidad de 3 ± 
1 Å2.molec-1.min-1 hasta el colapso de la misma. Todas las mediciones se llevaron a 
cabo con un equipo KSV Microtrough (KSV NIMA, Biolin Scientific AB, Västra 
Frölunda, Suecia). La presión superficial se determinó mediante el uso de una placa 
de platino empleando el método de Wilhelmy. El método consiste en registrar los 
cambios de peso de la sonda de platino unida por uno de sus extremos a una 
electrobalanza, mientras que el otro extremo se encuentra en contacto con la 
superficie de la disolución cuya presión superficial se desea evaluar. Al inicio de cada 
experimento, se efectuó la calibración del equipo, lo que permitió establecer la 
equivalencia entre el peso de la sonda detectado por la electrobalanza y los valores de 
π. 
Los lípidos ensayados fueron Col, DOPC, 16:0SM, 24:1SM y las mezclas 
ternarias DOPC:16:0SM:Col en relación molar 2:1:1 y DOPC:24:1SM:Col en relación 
molar 2:1:1. Todas las isotermas de compresión se obtuvieron a 20°C. 
El comportamiento elástico de las monocapas se analizó a través del cálculo 
del módulo de compresibilidad (Cs-1) a partir de los datos de las isotermas de 
compresión (Ali et al., 1991) (Mohwald et al., 1995) según la fórmula:  Cs−1 = −A �∂π∂A�T 
Donde π y A son la presión superficial y el área de la monocapa, respectivamente. Los 
datos de ∂π/∂A fueron obtenidos para cada punto π- A de las isotermas de 
compresión. 
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Los distintos estados de fase presentan, de acuerdo a sus características, 
determinados valores de Cs-1 (Davies, 1963). A mayor valor de Cs-1, menor la 
elasticidad interfacial de la monocapa (Marsh, 1996). 
 
Tabla 3.2.1. Valores característicos de los módulos de compresibilidad para monocapas en 
distintas fases (Davies, 1963). 
 
 
2.2.1.3. Cinética de inserción de HlyA en monocapas lipídicas 
 
Para el estudio de la cinética de inserción de HlyA en monocapas lipídicas se 
empleó un equipo NIMA Langmuir-Blodgett Through Modelo 102M (KSV-NIMA, Biolin 
Scientific, Finlandia), provisto de una placa Wilhelmy de platino como sensor de 
presión superficial. Las monocapas lipídicas se formaron mediante el agregado de 
pequeñas cantidades de la mezcla correspondiente, disuelta en cloroformo:metanol 
(2:1 [v/v]), sobre la superficie de la subfase, constituída por 200 ml de Buffer TC 10 
mM CaCl2; hasta alcanzar la presión inicial (π0) de 12 mN/m. Luego de esperar 5 min 
para garantizar la evaporación del solvente y la estabilización de la π0, se inyectó 
toxina en la subfase de manera de tener una concentración final de 120 nM de HlyA y 
se registró el aumento de π en función del tiempo hasta alcanzar una señal estable. 
Las mezclas lipídicas empleadas fueron mezclas ternarias compuestas de 
DOPC:16:0SM:Col y DOPC:24:1SM:Col ambas en relación molar 2:1:1. Las 
mediciones se realizaron a 20 °C con agitación constante.  
El proceso de inserción de la toxina en las monocapas se caracterizó 
analizando el incremento máximo de la presión superficial (∆π) según la ecuación: 
∆π = πf − π0 
Donde πf es la presión superficial una vez alcanzado el equilibrio luego de que se 
inyectó la proteína en la subfase y π0 es la presión superficial de la monocapa antes 
de añadir la toxina (ambas expresadas en mN/m) (Brockman, 1999) .  
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2.2.1.4. Microscopía de Ángulo de Brewster 
 
Las monocapas de Langmuir pueden ser caracterizadas in situ, en la interfase 
aire/agua, a través de distintas técnicas experimentales. Tanto la Microscopía de 
Fluorescencia como la de Ángulo de Brewster permiten la observación microscópica 
de las monocapas. Sin embargo, a diferencia de la microscopía de Fluorescencia la 
microscopía de ángulo de Brewster (BAM) presenta la ventaja de no necesitar la 
incorporación de un análogo fluorescente en la monocapa que podría alterar las 
características de la misma. 
El microscopio de ángulo de Brewster es un microscopio óptico que opera 
según principios básicos: dados dos medios 1 y 2, de índices de refracción n1 y n2, 
respectivamente, el ángulo de Brewster (θBrewster) se define como el ángulo de 
incidencia bajo el cual radiación polarizada no es reflejada en la interfase entre los 
medios 1 y 2. El valor del ángulo de Brewster se puede determinar según la ecuación:  
                                                       
tanθBrewster = n2/n1 
 
Para el caso de la interfase aire(n1=1)/agua(n2=1.33), el valor del ángulo de 
Brewster es de 53.1°, esto implica que no ocurrirá reflexión cuando se haga incidir 
radiación polarizada con un ángulo de 53.1° sobre la interfase aire/agua. Cuando se 
forma una monocapa de lípidos en la interfase aire/agua dado que la misma posee un 
índice de refracción distinto al de la fase acuosa, se producirá un cambio en el ángulo 
de Brewster. Como consecuencia de esto, al hacer incidir la radiación con el ángulo 
original, parte de la radiación será reflejada desde la región de la interfase cubierta por 
la monocapa (Figura 3.2.2).  
 
Figura 3.2.2. (A) Foto de un microscopio de Ángulo de Brewster montado sobre una balanza de 
Langmuir. (B) Esquema del fundamento de la técnica de Microscopía de Ángulo de Brewster. 
Adaptado de http://www.biolinscientific.com/ksvnima 
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Este método permite discriminar las distintas fases de una monocapa en base 
a diferencias de espesor y/o índice de refracción (Hoenig & Moebius, 1991). El 
registro, a través de una cámara, de la radiación reflejada permite la visualización in 
situ, en tiempo real de las monocapas en la interfase aire/agua. La resolución lateral 
de la mayoría de los Microscopios de Ángulo de Brewster se encuentra en el rango de 
1 a 3 micrómetros y la mayoría de los instrumentos utilizan un láser de 532 nm como 
fuente de radiación (Giner-Casares, 2012). 
 
 
2.2.1.5. Registro de imágenes por BAM 
 
Para la obtención de imágenes por BAM se utilizó el equipo KSV minitrough 
(KSV-NIMA Biolin Scientific, Finlandia) montado en la plataforma de un elipsómetro de 
imágenes Nanofilm EP3 (Accurion-Nanofilm Technology, Alemania) y se usó en el 
modo BAM. La reflexión se fijó a cero al hacer incidir un láser polarizado a una λ de 
532 nm sobre la interfase aire/agua utilizando Buffer TC 10 mM CaCl2, lo que permitió 
determinar el ángulo de Brewster experimental. Durante la compresión de la 
monocapa lipídica, la luz reflejada en la interfase se colectó con un objetivo de 20X. 
Las imágenes fueron adquiridas con una cámara CCD con una resolución de 2 µm. 
Para los ensayos de inserción, se limitó el área total de la subfase (200 ml, 7.5 
cm x 21.5 cm) a un área más pequeña mediante el uso de un cilindro de vidrio color 
caramelo. La comunicación del volumen así delimitado (10 ml) con el compartimento 
mayor se da sólo a través de indentaciones en el extremo superior del cilindro, lo que 
hace que ambos compartimentos estén comunicados únicamente a nivel superficial, 
es decir, a nivel de la monocapa la cual puede difundir entre un compartimento y otro. 
Este arreglo permitió utilizar cantidades menores de toxina, agregándola sólo en el 
compartimento más pequeño hasta alcanzar la concentración deseada sin riesgo de 
dilución ya que, en principio, las subfases de ambos compartimentos no se mezclan o 
lo hacen mínimamente.  
Las imágenes de BAM se tomaron en el compartimento cilíndrico. Ambos 
compartimentos se llenaron con la subfase compuesta de Buffer TC 10 mM CaCl2, y 
se fue agregando la mezcla lipídica en pequeños volúmenes hasta alcanzar la presión 
superficial buscada, 20 mN/m. Una vez estabilizada la presión superficial, se inyectó la 
toxina (120nM concentración final) en la subfase del compartimento más pequeño, con 
agitación continua. Durante la adquisición de las imágenes, el área de la monocapa se 
ajustó automáticamente para que la presión superficial permaneciera constante a lo 
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largo de todo el ensayo. Los ensayos se realizaron empleando mezclas ternarias 
DOPC:16:0SM:Col y DOPC:24:1SM:Col ambas en relación molar 2:1:1. 
Las imágenes obtenidas se analizaron con el programa ImageJ (Research 
Services Branch, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Para cada imagen 
a cada tiempo se tomaron 10 medidas de valor de gris medio dentro de cada fase.  
 
 
2.2.2. Utilización de bicapas soportadas como modelos de membrana 
 
Las bicapas soportadas constituyen otro sistema modelo de membranas 
formado por una bicapa lipídica plana soportada sobre una superficie sólida como 
mica, vidrio u óxido de silicio. En estos modelos, las cabezas polares de la primer 
monocapa de lípidos (una hemicapa de la bicapa soportada) interaccionan con el 
soporte mientras que las cadenas hidrocarbonadas están en contacto con las cadenas 
de los lípidos de la segunda monocapa (segunda hemicapa de la bicapa soportada). 
Estos sistemas presentan ciertas ventajas y dado que las bicapas están confinadas a 
la superficie de un soporte sólido pueden ser caracterizadas más fácilmente mediante 
distintas técnicas superficiales como microscopía de fuerza atómica (AFM) (Lin et al., 
2007) (Mingeot-Leclercq et al., 2008) (Goksu et al., 2009), microscopía de 
fluorescencia (Crane & Tamm, 2007), reflectividad de rayos-X (Miller et al., 2006), 
entre otras. 
Para la preparación de las bicapas soportadas se utilizó la técnica de fusión de 
vesículas (Jass et al., 2000). Este es un método simple donde básicamente se obtiene 
una bicapa calentando una suspensión de SUVs en contacto con la superficie sólida 
por encima de la temperatura de transición de fase de los lípidos. La Figura 3.2.3 
esquematiza el proceso de obtención de bicapas soportadas por esta técnica, que 
incluye la adsorción de las vesículas a la superficie, seguido de deformación, 
aplanamiento y ruptura de las mismas. Se generan así zonas de bicapa que se van 
fusionando a través de interacciones hidrofóbicas dando lugar a una bicapa continua 
(Richter & Brisson, 2005) (Anderson et al., 2009). 
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Figura 3.2.3. Esquema de la obtención de una bicapa soportada por la técnica de fusión de 
vesículas. Se puede observar la adsorción de los SUVs a la superficie del soporte y su 
posterior deformación para terminar fusionándose formando la bicapa soportada. Adaptada de 
Mingeot-Leclercq et al., 2008. 
 
 
 
2.2.2.1. Preparación de bicapas soportadas sobre mica  
 
Las bicapas soportadas sobre mica fueron obtenidas por la técnica de fusión de 
vesículas (Jass et al., 2000). MLVs fueron preparadas como fue descripto previamente 
en el capítulo Materiales y Métodos Generales utilizando Buffer TC para resuspender 
los lípidos y luego fueron introducidas en un baño sonicador FB-15049 (Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) y sonicadas por 1 h a 65°C con el objeto de 
generar las SUVs. Luego, se colocaron 120 µl de Buffer TC conteniendo 3 mM CaCl2 
sobre la mica (1.2 cm2) previamente exfoliada y sujeta a un disco de acero de modo de 
poder colocarla en la celda de líquido para ser usada en la obtención de imágenes por 
AFM. Posteriormente, 60 µl de SUVs en Buffer TC se depositaron sobre el disco de 
mica y se incubaron por 1 h a 65°C en baño húmedo para evitar la evaporación de la 
muestra. Adicionalmente, las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 1 h y 
las vesículas no adsorbidas fueron eliminadas realizando 10 lavados de la muestra 
con Buffer TC. Durante los distintos pasos, se procuró siempre dejar una pequeña 
cantidad de buffer remanente sobre la superficie de la muestra de modo de mantener 
las bicapas soportadas hidratadas a lo largo de todo el proceso. 
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2.2.3. Visualización de la interacción de HlyA con bicapas mediante AFM 
 
 
2.2.3.1. Microscopía de barrido por sondas 
 
Las microscopías por barrido de sondas (SPM, de sus siglas en inglés 
Scanning Probe Microscopy) comprenden un amplio grupo de técnicas que permiten 
generar imágenes de alta resolución de la superficie de una muestra a partir del 
barrido de la superficie por medio de una punta delgada. Dentro de estas técnicas está 
incluída la microscopía de fuerza atómica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force 
Microscopy), basada en la medida de la fuerza de interacción entre una punta delgada 
y la superficie a distancias muy cortas. 
 
 
2.2.3.2. Microscopía de Fuerza Atómica 
 
AFM es la técnica de barrido por sondas más comúnmente utilizada y 
constituye una herramienta muy útil para la observación de muestras de origen 
biológico, ya que permite obtener imágenes de alta resolución de las muestras en 
condiciones mucho más cercanas a las fisiológicas, que en otro tipo de microscopías 
de alta resolución no serían posibles. 
El tipo de interacción entre la punta y la muestra dependerá del modo de 
operación del AFM: modo contacto o repulsivo, modo no contacto o atractivo y modo 
Tapping o contacto intermitente. Cada modo de operación presenta ventajas y 
desventajas que deben ser evaluadas a la hora de su elección en función del tipo de 
muestra y de los resultados que se desean obtener.  
El microscopio de fuerza atómica consta básicamente de una punta delgada 
montada en el extremo de un cantilever flexible, un transductor de fuerza capaz de 
detectar cambios en la interacción entre la punta y la muestra, un circuito de 
retroalimentación y un sistema que permite el control preciso de la distancia entre la 
punta y la superficie de la muestra a través de transductores piezoeléctricos o 
scanners (Figura 3.2.4) (Allison et al., 2010).  
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Figura 3.2.4. Esquema básico del funcionamiento de un AFM. Adaptada de 
http://pharm.virginia.edu/facilities/atomic-force-microscope-afm/ 
 
 
En la obtención de imágenes en modo contacto, por ejemplo, la punta barre la 
superficie de la muestra. La fuerza entre la punta y la muestra es de tipo repulsiva con 
un valor medio de 10-9N. En el modo contacto se desea mantener la fuerza de 
interacción constante, para lo cual la mayoría de los AFMs utilizan un sistema de 
deflexión de rayo láser, donde un láser es reflejado desde la parte posterior del 
cantilever hacia un fotodetector sensible a la posición. Con esta disposición, una 
pequeña deflexión del cantilever inclinará el haz reflejado y cambiará la posición del 
haz sobre el fotodetector. El control de retroalimentación detecta cambios en la 
posición del láser. Así, la deflexión del cantilever es detectada y comparada por el 
control de retroalimentación que aplica un voltaje al piezoeléctrico para bajar o subir la 
muestra en relación al cantilever de manera que se restablezca el valor deseado. El 
voltaje que el amplificador de retroalimentación aplica al piezoeléctrico es una medida 
de la altura de la superficie de la muestra ya que tiene una correspondencia directa 
con la deformación sufrida por el piezoeléctrico en Z. Esta altura se almacena en 
función de la posición lateral de la muestra (x, y) obteniéndose así una imagen 
topográfica o de alturas de la superficie de la muestra.  
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2.2.3.3. Obtención de imágenes mediante AFM 
 
Las imágenes de AFM se obtuvieron empleando un microscopio de fuerza 
atómica Multimode controlado por una unidad Nanoscope-V (Veeco, USA) 
manteniendo la temperatura a 24°C. Se utilizaron puntas de nitruro de silicio NP10 
(Veeco Instruments Inc., USA) de constante de fuerza de 0.12 o 0.35 N/m. Las 
medidas se realizaron en modo contacto colocando las bicapas soportadas sobre mica 
en una celda de líquidos, aplicando continuamente la menor fuerza posible. Se 
colectaron imágenes de resolución 512 x 512 pixeles a una velocidad de escaneo de 
entre 1 y 1.5 Hz. Se tomaron simultáneamente imágenes de altura y señal de error 
(deflexión vertical).  
En los ensayos de interacción de HlyA con las bicapas, una vez tomadas las 
imágenes de las bicapas en ausencia de toxina, se agregó 50 µl de una suspensión 
1.8 µM de HlyA en Buffer TC conteniendo 3 mM CaCl2 a la celda, y se tomaron 
nuevamente las imágenes en función del tiempo con el fin de analizar el efecto del 
agregado de toxina sobre las diferentes bicapas.  
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Capítulo 3: Efecto de la segregación de fases en la 
interacción de HlyA con membranas 
 
3. Resultados y discusión 
 
 
Dado que el objetivo de este capítulo se centró en distinguir si la interacción de 
HlyA con membrana ocurre preferencialmente a nivel de los dominios Lo o la fase Ld, 
se decidió utilizar un sistema modelo que presentara coexistencia de fases Lo-Ld, por 
lo que se eligió la mezcla ternaria DOPC/16:0SM/Col en relación molar 2:1:1 (de 
Almeida et al., 2003) (Fanani & Maggio, 2011). Asimismo, para analizar también la 
influencia de la segregación de fases en la interacción de la toxina con membrana, se 
realizaron en paralelo medidas utilizando una mezcla que no presenta segregación de 
fases como la mezcla ternaria DOPC/24:1SM/Col en relación molar 2:1:1. Esta 
elección particular se debió a la presencia en altas proporciones de la SM insaturada 
24:1∆15  en la membrana del glóbulo rojo de carnero (Mate et al., 2014), célula que ha 
sido muy utilizada en el estudio de la interacción de HlyA con membranas. Cabe 
mencionar, que las propiedades físicas de bicapas de DOPC/24:1SM/Col fueron 
caracterizadas en simultáneo a este trabajo de tesis por el grupo de trabajo. Los 
resultados obtenidos mediante microscopía confocal de GUVs conteniendo 
marcadores fluorescentes de fases Lo y Ld así como por AFM, demostraron que 
bicapas de esta composición no presentan segregación de fases, debido, al menos en 
parte, al doble enlace que presenta la 24:1SM, que hace que no pueda empaquetarse 
bien con el Col. Asimismo, la única fase presente en estas bicapas presenta 
propiedades nanomecánicas intermedias entre una fase Lo y una Ld, según medidas 
realizadas por AFM y espectroscopía de fuerzas (Mate et al., 2014). 
En los ensayos realizados en este capítulo se utilizaron entonces estas dos 
mezclas ternarias y se emplearon distintos sistemas modelo de membrana, 
monocapas y bicapas, para estudiar la interacción de HlyA con membranas. 
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3.1. Caracterización de las monocapas lipídicas mediante isotermas de 
compresión 
 
Como paso previo al estudio de la interacción de HlyA con monocapas se 
analizaron las propiedades físicas, área molecular promedio, compresibilidad y estado 
de fases de mezclas ternarias compuestas por DOPC:SM:Col en relación molar 2:1:1 y 
sus respectivos componentes puros mediante el estudio de sus isotermas de 
compresión.  
 
 
 
Figura 3.3.1. Caracterización de monocapas de lípidos puros. (A) Isotermas presión superficial- 
Área correspondientes a monocapas de lípidos puros. (B) Curvas Módulo de compresibilidad 
(Cs-1)- Área correspondientes a cada isoterma. En todos los casos la subfase estuvo 
compuesta de Buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4. Las medidas se 
realizaron a 20°C a una velocidad de compresión de 3 ± 1 Å2.molec-1.min-1. 
 
 
Del análisis de las isotermas de compresión y los respectivos módulos de 
compresibilidad, se observa que las monocapas de DOPC presentaron un estado Le 
(Cs-1˂ 100mN/m) (Davies, 1963), mientras que las de Col presentaron características 
Lc (Cs-1> 100 mN/m), a lo largo de toda la isoterma. En cuanto a las monocapas de 
SM, las isotermas correspondientes a la SM saturada 16:0 presentaron una transición 
de fase Le-Lc al alcanzar aproximadamente los 13 mN/m, mientras que en las 
monocapas formadas por SM24:1 no se observó transición de fases presentando un 
comportamiento tipo Le a lo largo de toda la isoterma hasta llegar a la presión de 
colapso (Figura 3.3.1 A y B).  
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Figura 3.3.2. Caracterización de monocapas de mezclas ternarias. (A) Isotermas presión 
superficial- Área correspondientes a monocapas de mezclas ternarias DOPC:SM:Col en 
relación molar 2:1:1. (B) Curvas Módulo de compresibilidad (Cs-1)- Area molecular promedio  
correspondientes a cada isoterma. Subfase: Buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 
mM, pH 7.4. Las medidas se realizaron a 20°C a una velocidad de compresión de 3 ± 1 
Å2.molec-1.min-1.  
 
 
A diferencia de lo observado para las monocapas formadas sólo por SM16:0, la 
mezcla ternaria DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 no presentó transiciones de fases y sólo se 
observó un comportamiento tipo Le en todo el rango de la isoterma. Asimismo, la 
isoterma de compresión de la mezcla ternaria DOPC/24:1SM/Col también presentó un 
perfil tipo Le similar al de la mezcla anterior pero desplazado hacia áreas moleculares 
promedio mayores a lo largo de todo el rango de presiones superficiales y con valores 
de módulo de compresibilidad más bajos (Figura 3.3.2. A y B). Este resultado indica un 
mayor efecto de condensación en la monocapa que contiene 16:0SM respecto de la 
mezcla con 24:1SM. La mezcla DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 ha sido ampliamente 
estudiada y se ha demostrado que cuando 16:0SM se mezcla con una PC de cadena 
corta o insaturada y Col, se establece un sistema de dos fases tanto en bicapas (Lo y 
Ld) como en monocapas (Lo-Le) (Marsh, 2009) (Fanani & Maggio, 2011). Las 
características Le de DOPC hace que éste sea el componente mayoritario de la fase 
Le en la mezcla ternaria, mientras que las propiedades Lc que presentan las 
monocapas de Col (Figura 3.3.1. A y B), se extiende a la fase Lo enriquecida en SM y 
Col en la mezcla ternaria (Fanani & Maggio, 2011).   
La información obtenida a partir de las isotermas de compresión se 
corresponde con propiedades promedio de toda la monocapa, como el área promedio 
por molécula o las propiedades elásticas promedio de la monocapa (Cs-1). Así, si bien 
las monocapas de ambas mezclas estudiadas presentan en promedio características 
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Le, se sabe que ambas presentan diferencias significativas en cuanto a su 
comportamiento de fases (Mate et al., 2014). Para estudiar esto en mayor detalle se 
realizaron medidas directas visualizando las monocapas mediante BAM. 
 
 
3.2. Visualización de las monocapas mediante BAM 
 
Se analizó el comportamiento de las monocapas en ausencia de toxina a 
distintas presiones superficiales tomando imágenes mediante BAM. 
 
A 
  
B 
 
Figura 3.3.3. Imágenes obtenidas mediante BAM durante la compresión de mezclas ternarias 
de DOPC/16:0SM/Col (A) y DOPC/24:1SM/Col (B), ambas en relación molar 2:1:1. Las 
imágenes fueron tomadas a las presiones superficiales que se indican. La subfase en ambos 
casos fue Buffer Tris-HCl 20 mM, ClNa 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4 y la temperatura de 
trabajo 20°C. 
 
 
Como se mencionó anteriormente en la sección correspondiente a Métodos de 
este capítulo, mediante BAM se puede detectar diferencias de espesor y/o índice de 
refracción (Hoenig & Moebius, 1991), por lo que la visualización de las monocapas por 
esta técnica permitió comprobar la existencia o no de distintas fases en las mezclas 
ternarias estudiadas. 
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Como puede observarse en la Figura 3.3.3.A, las monocapas de 
DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 presentaron segregación de fases a presiones laterales 
menores de 25 mN/m, visualizándose dominios más claros de forma redondeada 
inmersos en una fase más oscura. La forma redondeada de los dominios se 
corresponde con la existencia de dos fases líquidas inmiscibles. La forma de los 
dominios líquidos es controlado por un balance de dos fuerzas que se contraponen, la 
repulsión dipolar dentro de los dominios que tiende a separar los lípidos y por tanto a 
aumentar la superficie de los dominios y la tensión lineal que se genera en las zonas 
de contacto entre ambas fases debido a las diferencias de espesor que se presentan y 
que resultan en la exposición de zonas hidrofóbicas en la interfase. La tensión lineal 
tiende a minimizar la superficie de contacto entre las fases, por lo que tiende a 
disminuir el área de los dominios (McConnell, 1991) (Lehtonen et al., 1996). Si ambas 
fases presentan propiedades dipolares similares, entonces esta fuerza no será una 
determinante y en la forma de los dominios prevalecerá la acción de la tensión lineal, 
por lo que los mismos serán redondeados, como ocurre en este caso. 
Se puede distinguir entonces en la monocapa de DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 dos 
fases líquidas inmiscibles, una fase Lo (enriquecida en SM y Col) donde las cadenas 
hidrocarbonadas están más ordenadas y por lo tanto la monocapa presenta mayor 
espesor y que se corresponde con los dominios más claros de la imagen y una fase Le 
(enriquecida en DOPC) que rodea a los dominios Lo donde la monocapa es más 
delgada y aparece como una zona más oscura. Cuando las monocapas fueron 
sometidas a presiones laterales superiores a 25 mN/m ambas fases se mezclaron 
desapareciendo los dominios más claros en la imagen (Figura 3.3.3.A). Este mezclado 
lipídico puede deberse a que, a medida que la monocapa se comprime, los lípidos se 
van reorganizando y pueden redistribuirse entre las distintas fases. Así, las fases se 
van haciendo más similares en composición y esto disminuye la tensión de línea entre 
ellas hasta que llega un punto en el cual la tensión de línea se ve superada por la 
energía térmica, los bordes de los dominios se vuelven inestables y las fases llegan a 
mezclarse completamente (Fanani & Maggio, 2011). 
En las monocapas compuestas de DOPC/24:1SM/Col 2:1:1, se observó 
separación de fases con presencia de dominios Lo sólo a presiones superficiales por 
debajo de 4 mN/m; por encima de este valor se observó una única fase de 
características Le encontrándose también algunos defectos de empaquetamiento en 
algunas zonas que se evidencian como zonas más claras en las imágenes (Figura 
3.3.3.B). La existencia de dominios Lo sólo a presiones bajas implica que la 
interacción de 24:1SM con Col en estos dominios no es tan fuerte como en el caso de 
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16:0SM, por lo tanto, los dominios están menos estabilizados y al aplicar una fuerza 
moderada se produce el mezclado de los lípidos y la coalescencia de fases. 
A partir de la visualización de las monocapas de ambas mezclas ternarias a las 
distintas presiones superficiales se comprobó que en el rango de presiones 
comprendido entre 10 y 25 mN/m, sólo aquellas monocapas conteniendo 16:0SM 
presentan segregación de fases con coexistencia de fases Lo y Le, mientras que 
aquellas con 24:1SM en su composición sólo presentan una única fase de tipo Le. 
Teniendo en cuenta esto, y dado que el objetivo era investigar la influencia de la 
segregación de fases en la interacción de HlyA con membranas, se trabajó en este 
rango de presiones superficiales para todos los ensayos en monocapas.  
 
 
3.3. Inserción de HlyA en monocapas 
 
Se estudió la interacción de HlyA con los modelos de membrana caracterizados 
previamente. Como paso previo a los ensayos de inserción, se realizaron medidas de 
adsorción de HlyA a superficies limpias aire/agua con el fin de corroborar las 
propiedades surfactantes de la misma y determinar la concentración de toxina a utilizar 
en los siguientes experimentos. 
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Figura 3.3.4. Cinética de adsorción de HlyA en la interfase aire/agua para distintas 
concentraciones de toxina. Subfase: Buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 
7.4. 
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Al ser HlyA una toxina anfipática, presenta propiedades surfactantes como ha 
sido reportado previamente (Sanchez-Magraner et al., 2006). La Figura 3.3.4. muestra 
la cinética de adsorción de HlyA en la interfase aire/agua. Como se observa, la 
inyección de HlyA en la subfase generó en todos los casos un incremento en la 
presión superficial lo que se interpreta como la adsorción de la toxina a la interfase 
aire/agua. El incremento total en la presión superficial así como la cinética de dicho 
incremento variaron con la concentración de toxina inyectada en la subfase. A 40 nM 
de HlyA se observó una fase lag previo al incremento de la presión de superficie y un 
incremento menos pronunciado de la presión superficial. A medida que aumenta la 
concentración de HlyA, la velocidad de aumento de la presión superficial es mayor y 
desaparece la fase lag, es decir que más moléculas de toxina se adsorben en la 
interfase y con mayor velocidad. En el mismo sentido, cuanto mayor fue la 
concentración de toxina ensayada, mayor fue el incremento de presión superficial total 
registrado luego de 50 minutos (3000 s), obteniéndose incrementos totales de 6, 9 y 
13 mN/m aproximadamente para 40, 120 y 160 nM de HlyA, respectivamente. Para los 
sucesivos ensayos de inserción en monocapas se utilizó una concentración de 120 nM 
de HlyA. 
Se midió la cinética de inserción de HlyA en monocapas de DOPC/16:0SM/Col 
o DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 (Figura 3.3.5). 
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Figura 3.3.5. Inserción de HlyA en monocapas de DOPC/SM/Col. Cinética de inserción de HlyA 
en monocapas de distintas composición a una presión lateral inicial de 12 mN/m. Ambas 
mezclas de relación molar fue 2:1:1. La concentración de HlyA inicial en la subfase fue 120 nM. 
La subfase estuvo constituída por Buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4. 
Las medidas se realizaron a 20°C. 
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Para monocapas que se mantienen a un área superficial constante, se 
encuentra que la inserción de anfifilos produce una compresión de los lípidos en la 
monocapa lo que produce un aumento de la presión superficial. Por lo tanto, el 
incremento en la presión superficial generado por el agregado de un anfifilo puede 
utilizarse como una medida de su grado de inserción y, a baja concentración, guarda 
una relación lineal con la fracción molar del anfifilo inserto (Marsh, 1996). Tanto la 
cinética de inserción como el incremento total de 10 mN/m en la presión de superficie 
obtenido luego de 40 min (2400 s) para ambas mezclas ternarias fue muy similar 
(Figura 3.3.5). Esto indicaría que, a diferencia de otras toxinas formadoras de poro 
como Equinotoxina II, cuya inserción y actividad es altamente dependiente de la 
presencia de segregación de fases (Barlic et al., 2004), HlyA presentaría el mismo 
grado de inserción en membranas que presentan coexistencia de fases como en 
aquellas que no lo hacen. Por lo tanto, la presencia de coexistencia de fases no 
tendría efecto alguno sobre la inserción de HlyA en monocapas, al menos para las 
mezclas estudiadas.  
 
 
 
3.4. Visualización de la interacción de HlyA con monocapas mediante BAM 
 
Con el fin de visualizar los efectos de la presencia de segregación de fases en 
la interacción de la toxina con membrana, se siguió, mediante la toma de imágenes 
por BAM, el curso temporal de la interacción de HlyA con monocapas de las dos 
mezclas ternarias a una presión superficial constante de 20 mN/m, donde la mezcla 
DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 presenta segregación de fases, mientras que la mezcla 
DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 se organiza en una única fase. 
En la Figura 3.3.6.A se observan las imágenes tomadas por BAM de una 
monocapa de DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 a una presión superficial constante de 20 
mN/m antes y después del agregado de 120 nM de HlyA. Como se observó 
previamente a esta presión superficial, se comprobó la presencia de dos fases, con 
dominios Lo redondeados rodeados de una fase Le. Durante 10 min luego del 
agregado de toxina, se observó el mismo patrón de distribución de las fases Lo y Le, 
no apreciándose cambios en la morfología de los dominios. 
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Figura 3.3.6. Interacción de HlyA con monocapas de DOPC/16:0SM/Col 2:1:1. (A) Imágenes 
obtenidas mediante BAM durante la interacción de HlyA (120nM) con monocapas de 
DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 a una presión superficial de 20 mN/m. Las imágenes fueron tomadas 
a los tiempos que se indican en las figuras, siendo t=0 la imagen previa al agregado de toxina. 
La subfase utilizada fue Buffer Tris.HCl 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4 y la 
temperatura de trabajo 20°C. (B) Cambios en el valor gris medio correspondiente a ambas 
fases a lo largo del tiempo. Los datos corresponden al valor medio ± SEM de tres experimentos 
independientes donde en cada uno de ellos se analizaron al menos 10 regiones diferentes 
dentro de cada fase para cada imagen.  
 
 
 
Al analizar los cambios en el valor gris medio en ambas fases, se observa un 
incremento del valor gris medio tanto en la fase Lo como en la Le (Figura 3.3.6.B). 
Como se dijo anteriormente, los cambios en la intensidad de luz reflejada en BAM se 
deben a un cambio en el índice de refracción y/o un aumento en el espesor de la 
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monocapa, por lo tanto la inserción de la toxina generó uno y/u otro efecto. Se ha 
reportado previamente que la inserción de HlyA en bicapas lipídicas planas genera un 
aumento del espesor de la membrana (Bakas et al., 2006), con lo que podría 
postularse que ésta podría ser la causa del aumento de la intensidad de gris, sin 
embargo al tratarse en un caso de bicapas y en otro de monocapas, debe 
considerarse que el comportamiento puede no ser el mismo.  
Cabe destacar que los resultados indican que la inserción de HlyA en la 
monocapa produjo cambios en ambas fases, tanto la fase Lo, más ordenada, como la 
Le, más fluida. Esto podría deberse a que efectivamente la toxina se insertó en ambas 
fases. Sin embargo, también debe tenerse en cuenta que la inserción de la toxina en 
cualquiera de las fases producirá una perturbación de la monocapa que conducirá a 
una reorganización de los lípidos, por lo que los cambios generados en una fase por la 
inserción de la toxina podrían repercutir en cambios estructurales en la otra fase. Es 
importante mencionar, sin embargo, que a pesar de detectarse cambios en la 
intensidad de grises, no se produjeron cambios apreciables en la forma y distribución 
de los dominios. 
La observación de las monocapas de DOPC/24:1SM/Col mediante BAM 
comprobó la existencia de una única fase antes y después del agregado de toxina, no 
observándose la aparición de dominios (Figura 3.3.7.A). Como se comentó 
anteriormente, la inserción de moléculas en la monocapa, en este caso una proteína, 
implica que ésta debe interactuar con los lípidos presentes, si la proteína tiene una 
interacción preferencial con alguno de los lípidos de la monocapa puede generar 
reordenamientos de lípidos a su alrededor y generar nuevos dominios, esto se ha visto 
por ejemplo en el caso de la interacción de algunos péptidos antimicrobianos con 
membranas y se cree que la inducción de separación de fases, y la consecuente 
aparición de defectos en la membrana podría tener un rol importante en el mecanismo 
de acción de muchos de estos agentes (Epand R.F. et al., 2008) (Jean-Francois et al., 
2008) (Epand R.M. et al., 2008) (Epand & Epand, 2009). En el caso de HlyA, esto no 
se observa y el análisis del valor de gris medio para la única fase presente indica un 
aumento del nivel de gris luego de la inserción de la toxina (Figura 3.3.7.B). 
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Figura 3.3.7. Interacción de HlyA con monocapas de DOPC/24:1/Col 2:1:1. (A) Imágenes 
obtenidas mediante BAM durante la interacción de HlyA (120nM) con monocapas de 
DOPC/24:1/Col 2:1:1 a una presión superficial de 20 mN/m. Las imágenes fueron tomadas a 
los tiempos que se indican en las figuras, siendo t=0 la imagen previa al agregado de toxina. La 
subfase utilizada fue Buffer Tris.HCl 20 mM, ClNa 150 mM, CaCl2 10 mM, pH 7.4 y la 
temperatura de trabajo 20°C. (B) Cambios en el valor gris medio correspondiente a la única 
fase presente a lo largo del tiempo. Los datos corresponden al valor medio ± SEM de tres 
experimentos independientes donde en cada uno de ellos se analizaron al menos 10 regiones 
diferentes dentro de cada fase para cada imagen.  
 
 
La tabla 3.3.1 resume los cambios en los valores de gris medio para las fases 
Lo y Le presentes en las monocapas de DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 y la fase Le presente 
en las monocapas de DOPC/24:1/Col 2:1:1. Se puede observar que en la mezcla con 
coexistencia de fases Lo-Le, la inserción de la toxina produjo un cambio mayor en el 
índice de refracción y/o espesor de la monocapa en la fase Le que en la fase Lo. Esto 
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podría indicar una mayor inserción de la toxina en la fase Le, hecho que podría 
deberse a las características más fluidas que presenta esta fase. Este resultado 
coincide con lo reportado previamente, donde se vio que HlyA presenta mayor 
inserción en liposomas que presentan fases Ld (Bakas et al., 1996). Se puede apreciar 
también que el efecto sobre el valor gris medio de la fase Le fue de igual magnitud en 
el caso de ambas mezclas ternarias, independientemente de la presencia o no de 
segregación de fases.  
 
 
 
 
Tabla 3.3.1. Valor de gris medio para las distintas fases antes y dos minutos después del 
agregado de toxina. Los valores corresponden a la media ± SEM (n=30). El % de aumento 
refleja el cambio del valor gris medio a los 2 minutos respecto del valor gris medio a tiempo 0. 
Se observa una diferencia significativa en el nivel de gris de las fases Lo y Le en la mezcla 
DOPC/16:0SM/Col y se produce un cambio significativo en el nivel de gris para todas las fases 
luego de dos minutos de interacción con HlyA (p< 0.001 mediante análisis de los datos 
obtenidos aplicando el Test t de student).  
 
 
 
3.5. Visualización de la interacción de HlyA con bicapas mediante AFM  
 
Con el objetivo de profundizar el estudio de la interacción de HlyA con 
membranas se utilizaron bicapas como sistema modelo y se analizó la interacción in 
situ en tiempo real mediante AFM lo que permitió, además de trabajar con un modelo 
más cercano a las condiciones fisiológicas, aumentar la resolución a escala 
nanométrica.  
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Figura 3.3.8. Imágenes obtenidas mediante AFM de bicapas soportadas sobre mica 
compuestas de (A) DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 y (B) DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 en Buffer Hepes 25 
mM, NaCl 150 mM, CaCl2 3 mM, pH 7.4 a 24°C. (C y D) Perfil de alturas de la sección 
transversal marcada por la línea blanca en las figuras A y B, respectivamente. 
 
 
Las bicapas soportadas sobre mica compuestas de DOPC/16:0SM/Col 2:1:1 
observadas por AFM presentaron segregación de fases, con dominios Lo 
(enriquecidos en SM y Col) que se corresponden con las zonas más claras en la 
imagen rodeados de una fase Ld (enriquecida en DOPC) más oscura (Figura 3.3.8.A). 
Esta diferencia de color indica una diferencia de altura, siendo los dominios Lo más 
altos que los Ld, lo cual es esperable al estar las cadenas hidrocarbonadas más 
extendidas. La diferencia de altura encontrada entre los dominios Lo y Ld resultó de 
1.06 ± 0.06 nm, valor que está dentro del rango esperado de acuerdo a estudios 
realizados por otros autores (Sullan et al., 2010). La Figura 3.3.8.C muestra el perfil de 
altura de una sección transversal trazada en la Figura 3.3.8.A donde se observa la 
diferencia de altura al pasar de la fase Ld a la Lo. 
La Figura 3.3.8.B muestra una imagen de una bicapa de DOPC/24:1SM/Col 
2:1:1. A diferencia de lo observado para la bicapa que contiene 16:0SM, y en 
concordancia con lo observado por BAM para monocapas de esta mezcla ternaria, no 
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se observa segregación de fases sino que se puede apreciar una superficie lisa y 
homogénea y que queda evidenciado en el perfil de alturas de la sección transversal 
analizada (Figura 3.3.8.D). Esto corrobora la baja tendencia a asociarse con Col para 
formar dominios que tiene esta SM larga e insaturada comparada con la gran 
tendencia que tiene la 16:0SM (Mate et al., 2014). 
 
 
Interacción de HlyA con bicapas de DOPC/16:0SM/Col 
 
 
Figura 3.3.9. Efecto del agregado de HlyA a bicapas de DOPC/16:0SM/Col (en relación molar 
2:1:1) soportadas sobre mica. Se tomaron imágenes durante 45 min luego del agregado de 
toxina (1.8 µM) mediante escaneos secuenciales sobre la misma área de muestra. (A) Bicapa 
soportada antes del agregado de toxina. (B-E) Misma bicapa luego del agregado de toxina. El 
momento del agregado de toxina se indica con una flecha en B. El tiempo transcurrido al 
finalizar cada escaneo fue de (C) 15 min, (D) 30 min, y (E) 45 min.  
 
 
La Figura 3.3.9 muestra una bicapa soportada sobre mica compuesta de 
DOPC/16:0SM/Col (2:1:1) antes del agregado de HlyA (Figura 3.3.9.A) y, en tiempo 
real, la misma bicapa durante su interacción con HlyA (Figura 3.3.9. B-E). Como se 
observa en las imágenes, al igual que lo visto para esta mezcla en la Figura 3.3.8.A, la 
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bicapa presenta una clara separación de fases. La flecha en la Figura 3.3.9.B, indica el 
momento del agregado de HlyA a la bicapa. En esta secuencia de imágenes se 
observa que la interacción de HlyA con la bicapa se produjo inicialmente en la periferia 
de los dominios Lo y, a medida que transcurrió el tiempo, se vio una unión/inserción 
preferencial en la fase Ld, acumulándose la toxina en esta fase (Figura 3.3.9.C-E). No 
se observó interacción de HlyA con los dominios Lo, ni tampoco cambio de forma de 
los mismos. El recuadro de la Figura 3.3.9.A muestra un dominio Lo rodeado de fase 
Ld antes del agregado de toxina. El mismo recuadro luego de 45 min de interacción 
con la toxina (Figura 3.3.9.E), muestra un cambio en el patrón de alturas, presentando 
la fase Ld mayor altura que los dominios Lo debido a la presencia de toxina. Esto 
indica la unión preferencial de la toxina en la fase Ld.  
La ampliación de una zona de la imagen 3.3.9.A permite observar en mayor 
detalle el cambio en el patrón de alturas luego del agregado de toxina (Figura 3.3.10). 
 
 
 
Figura 3.3.10. Inserción de HlyA en los bordes de los dominios Lo en bicapas soportadas de 
DOPC/16:0SM/Col 2:1:1. Imagen ampliada del recuadro de Figura 3.3.9.A. Esta zona muestra 
dominios Lo y Ld de la bicapa antes del agregado de HlyA (A) y luego del agregado de HlyA 
(B). (C) Diferencia de altura entre dominios Ld y Lo, indicados por las cruces azules. (D) 
Diferencia de altura en el borde del dominio Lo, una vez que se inserta la toxina, indicado por 
las flechas negras. (E) Perfil de altura de la sección transversal de un defecto indicado por el 
círculo rojo en (B). 
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La zona de los bordes de los dominios Lo adquiere una mayor altura respecto 
del resto de la bicapa, hecho que puede atribuirse a la unión/inserción de la toxina en 
esta zona de bordes que se evidencia por la aparición de elementos que se observan 
más brillantes en esta región de la imagen. El análisis del perfil de alturas de una 
sección transversal permitió estimar la diferencia de altura entre la superficie de la 
bicapa y el extremo de la proteína, dando un valor de 10 ± 0.7 nm (Figura 3.3.10.D). 
No se observó unión de la toxina a la fase Lo, sin embargo, se observó la aparición de 
defectos dentro de estos dominios que podrían deberse a un rearreglo de lípidos como 
consecuencia de la interacción de la toxina con la bicapa (ésto podría indicar también 
que el aumento del valor gris medio de la fase Lo en monocapas se debe a un 
rearreglo de lípidos y no a la inserción de toxina en esta fase). Estos defectos se 
observan como zonas más oscuras dentro de los dominios Lo (uno de estos defectos 
se señala con un círculo en Figura 3.3.10.B). El análisis del perfil de alturas a lo largo 
de estos defectos permitió estimar una diferencia de altura de aproximadamente 1 nm 
entre la base de la depresión y la superficie del dominio Lo (Figura 3.3.10.E). 
Independientemente de la unión de la toxina a la bicapa y de los rearreglos lipídicos 
que pudieron ocurrir como consecuencia de ello, se vio que la diferencia de alturas 
entre los dominios Lo y la fase Ld se mantuvo y continuó siendo de aproximadamente 
1 nm luego del agregado de toxina (Figura 3.3.10.C). 
 
 
 
Interacción de HlyA con bicapas de DOPC/24:1SM/Col 
 
Las imágenes obtenidas mediante AFM mostraron una única fase presente en 
bicapas de DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 antes del agregado de toxina, como se puede 
observar en la Figura 3.3.11. 
Con el agregado de HlyA se observó unión/inserción de la toxina en toda la 
bicapa de manera homogénea, sin producirse ningún efecto de segregación de fases, 
al igual que lo observado en monocapas de la misma composición. Se pudo estimar 
que en esta mezcla ternaria la toxina protruye 7.0 ± 0.7 nm de la superficie de la 
bicapa, una altura algo menor que lo observado para la mezcla DOPC/16:0SM/Col, lo 
que podría indicar que la toxina presenta distinto grado de inserción o que adopta 
distintas conformaciones en las dos bicapas estudiadas. 
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Figura 3.3.11. Efecto del agregado de HlyA a bicapas de DOP/24:1SM/Col (2:1:1). Imágenes 
de AFM obtenidas de bicapas de DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 soportadas sobre mica antes del 
agregado de HlyA (A) y después de 45 min de interacción con la toxina (B). Los perfiles de 
altura de secciones transversales se muestran debajo de cada imagen. 
 
 
Como control de esta experiencia, para comprobar que se estaba registrando la 
interacción con la bicapa y no simplemente con la mica, se analizó la interacción de 
HlyA con la superficie limpia de mica en ausencia de lípidos. Para esto se trató la mica 
con 3 mM de CaCl2 al igual que se hizo en el procedimiento para la obtención de 
bicapas y luego se colocó en la celda donde se agregó 1.8 µM de HlyA en Buffer TC 3 
mM CaCl2. Se tomaron imágenes antes y 15 min después del agregado de toxina.  
En la imagen 3.3.12.A se puede observar el aspecto de la superficie limpia de 
mica, una imagen ligeramente distinta a la que se observa cuando está presente la 
bicapa de DOPC/24:1SM/Col 2:1:1 (Figura 3.3.11.A) que presenta un aspecto más 
homogéneo. En la Figura 3.3.12.B se puede apreciar que luego de 15 min de barrido 
de la superficie en presencia de HlyA se obtienen estructuras de características 
fibrilares que no se observan cuando HlyA interacciona con la bicapa de 
DOPC/24:1SM/Col 2:1:1. Esto se debe a la escasa interacción que presenta HlyA con 
la mica que hace que sea arrastrada por la punta a lo largo del escaneo, generando 
este efecto.  
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Figura 3.3.12. Efecto del agregado de HlyA a superficies de mica en ausencia de bicapa. (A) 
Imagen de la superficie de mica pretratada con 3 mM de CaCl2, en ausencia de bicapa. (B) 
Misma región de la superficie de mica luego de 15 min de la interacción con 1.8 µM de HlyA.   
 
Las imágenes obtenidas por AFM demuestran que la interacción de HlyA con 
aquellas mezclas que presentan segregación de fases se produce inicialmente en los 
bordes de los dominios Lo. Las diferencias de espesor de la membrana y los defectos 
de empaquetamiento de los lípidos que surgen en esta zona de borde entre las fases 
Lo y Ld (Lehtonen et al., 1996) pueden servir como sitios iniciales de unión 
favoreciendo la interacción de la toxina con los lípidos de la membrana. Muchos 
ejemplos de proteínas que se unen a los bordes de dominios han sido reportados en la 
literatura incluyendo canales iónico (Alessandrini & Facci, 2011) (Cannon et al., 2003), 
péptidos antimicrobianos (Guo et al., 2011), N-Ras (Nicolini et al., 2006) (Weise et al., 
2010), proteínas formadoras de poros como Equinotoxina-II (Schön et al., 2008) y 
proteínas proapoptóticas como Bax (García-Sáez et al., 2007). La diferencia de altura 
de las fases o mismatch hidrofóbico que existe en la zona de borde hace que la 
adsorción de moléculas que no tienen mucha afinidad por ninguna fase en particular 
sea energéticamente favorable en esta zona, ya que producirá una disminución del 
área de contacto entre las fases, reduciendo así la tensión lineal. Otro aspecto a tener 
en cuenta es que los lípidos en la interfase presentarán mayor desorden, ofreciendo 
menos resistencia a la inserción de la toxina. Se ha propuesto que la asociación con 
interfases podría constituir también una estrategia de concentración de las moléculas, 
incluso más eficiente que la asociación con microdominios, dado que confina a la 
toxina a un espacio lineal donde pueden ocurrir la oligomerización y formación de 
poro, como se reportó para Equinotoxina-II (Schön et al., 2008).  
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Sin embargo, más allá de su interacción inicial en la zona de los bordes de los 
dominios Lo, a tiempos más largos se evidencia una acumulación preferencial de HlyA 
en la fase Ld. La interacción con fase Ld se observa también en el caso de la mezcla 
DOPC/24:1SM/Col donde HlyA se inserta en forma homogénea en toda la superficie 
de la bicapa.  
La baja resolución temporal del AFM, no permite seguir en mayor detalle la 
dinámica de la toxina una vez que interacciona con la membrana. Una posibilidad es 
que la toxina inicialmente se una a los bordes de los dominios Lo como se ha visto y 
luego difunda a la fase Ld, sin embargo esto es algo que no podemos determinar a 
partir de nuestros estudios. Si bien se sabe que en bicapas soportadas las proteínas 
pueden difundir, aunque con coeficientes de difusión más bajos que los que se 
observan en membranas no soportadas (Müller et al., 2003), el tiempo que transcurre 
entre la toma de imágenes consecutivas no hace posible la visualización de este 
fenómeno, si es que ocurre. 
La partición de una proteína en una bicapa implica varios procesos: adsorción a 
la superficie, cambios conformacionales de la proteína, cambios en la estructura de la 
bicapa y finalmente la inserción de la proteína en la bicapa. La energía global del 
proceso tendrá por tanto distintas contribuciones, una de las cuales tendrá en cuenta 
el efecto de la bicapa en el proceso de partición (White & Wimley, 1999). La inserción 
de una proteína implica que tiene que producirse un aumento de la superficie de la 
bicapa para poder acomodar la proteína que se está incorporando, por lo que las 
propiedades elásticas de la bicapa serán de gran importancia a la hora de determinar 
el grado de partición de la proteína. El desorden de las cadenas, las fuerzas de 
cohesión entre las cadenas y el espesor contribuyen a las propiedades elásticas de 
una bicapa. Por lo tanto, la mayor elasticidad que presentan las fases Ld debería 
favorecer la partición preferencial en estas fases en lugar de las Lo (Almeida et al., 
2005). Así, la asociación con fases Ld parece ser la regla, tanto para péptidos y 
proteínas hidrofóbicos que se insertan en la bicapa como para péptidos anfipáticos 
que interaccionan a nivel superficial y HlyA parece no ser la excepción. 
Por el contrario, la alta energía de cohesión que existe en la fase Lo, rica en 
SM y Col, hará que sea energéticamente menos favorable la partición en esta fase. A 
pesar de esto, HlyA, al igual que otras proteínas, ha sido descripta como proteína 
asociada a microdominios de membrana, que presentan características Lo.  
La técnica más utilizada para estudiar la asociación de una proteína a 
microdominios de membrana es la de purificación de DRMs con Tritón X-100. 
Resultados previos demostraron la presencia de HlyA en DRMs de eritrocitos. Por otro 
lado, también se detectó una inhibición de la oligomerización de la toxina y ausencia 
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de actividad lítica al extraer Col de la membrana. Todos estos resultados llevaron a 
postular que HlyA necesita interaccionar con microdominios de membrana para 
oligomerizar y formar el poro lítico (Herlax et al., 2009). Sin embargo, los resultados 
obtenidos en este capítulo demuestran que la interacción de la toxina con bicapas que 
presentan coexistencia de fases Lo-Ld se da exclusivamente en la fase Ld, 
coincidiendo con los resultados obtenidos utilizando liposomas como sistema modelo 
de membrana (Bakas et al., 1996).  
Al igual que lo encontrado para HlyA, muchas de las proteínas que han sido 
asociadas a rafts a partir de su presencia en DRMs han sido estudiadas en sistemas 
modelo de membrana (Vidal & McIntosh, 2005) (Bacia et al., 2004) (Fastenberg et al., 
2003) (Nikolaus et al., 2010) (Janosch et al., 2004). De todas ellas ninguna mostró 
preferencia por la fase Lo y en cambio todas particionan preferencialmente en la fase 
Ld. Lo mismo se ha encontrado para péptidos anfipáticos que se asocian 
superficialmente a la membrana (McIntosh et al., 2003) (Pokorny & Almeida, 2005).  
Los resultados presentados en este capítulo indican que HlyA sería excluída de 
los microdominios de membrana. Sin embargo, no se puede descartar que esto ocurra 
in vivo, teniendo en cuenta que los sistemas modelo de membrana distan mucho de 
reproducir la complejidad de la membrana plasmática. Por otro lado, la técnica de las 
DRMs constituye una técnica muy discutida como herramienta para determinar la 
asociación de una proteína a microdominios, ya que puede generar artefactos que 
indican que estas proteínas están asociadas a microdominios cuando realmente no lo 
están. En este sentido, se debe tener en cuenta que las fracciones DRMs que se 
aíslan de las células no se correlacionan directamente con los microdominios que 
pudieran existir en la membrana. Esto es claro si se considera que el aislamiento de 
fracciones DRMs con TritónX-100 requiere la extracción a bajas temperaturas (4°C). Si 
se tiene en cuenta que el comportamiento de fases es muy dependiente de la 
temperatura, resulta lógico que si los microdominios existen en la membrana celular, al 
disminuir la temperatura cambiará la composición de los mismos y distintas proteínas y 
lípidos podrían ser incorporados por lo que la composición de las DRMs no será reflejo 
de la composición que presentaban los microdominios en condiciones fisiológicas. Por 
otro lado, la disminución de la temperatura puede inducir una separación de fases y 
conducir a la formación de nuevos microdominios. También se ha encontrado que el 
TritónX-100 puede inducir la formación de dominios Lo en membranas modelo al 
modificar los contenidos de SM y Col en la fase Ld (Heerklotz, 2002). Por lo tanto, 
queda claro que difícilmente las DRMs reflejen la composición y organización de los 
lípidos y las proteínas en los microdominios de membrana (Lichtenberg et al., 2005).  
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Por lo tanto, la aparición de HlyA en las DRMs reportada anteriormente pudo 
haberse generado como un artefacto de la técnica o, si se tiene en cuenta que la 
proteína se une inicialmente a los bordes de los dominios, puede que quede incluída 
en las DRMs durante el proceso de solubilización.  
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1. Introducción 
 
Las PFTs constituyen un grupo muy particular de proteínas ya que son 
secretadas como formas solubles en medio acuoso y tienen como blanco la membrana 
plasmática de distintos tipos celulares donde deben unirse e insertarse para ejercer su 
efecto lítico. Esto supone que las regiones hidrofóbicas de la proteína estarán 
inicialmente resguardadas del medio acuoso y una vez en contacto con la membrana 
deberán desplegarse para permitir la inserción de la toxina y posterior formación del 
poro, lo que implica grandes cambios conformacionales en el entorno de la membrana 
(Parker & Feil, 2005). La membrana se verá perturbada a lo largo del proceso y su 
participación no se limitará a ser un mero soporte para la proteína sino que los lípidos 
de membrana influirán en todo el proceso que lleva a la formación del poro así como a 
la modulación de su actividad (Escriba et al., 2008). 
Los efectos que ejercen los lípidos sobre una proteína en membrana pueden 
ser divididos en dos grupos. Por un lado, desde el punto de vista de las propiedades 
biofísicas de la membrana, los lípidos modulan la fluidez, determinan la presencia de 
segregación de fases y formación de microdominios, y estas características afectan los 
procesos que ocurren en la membrana por lo que la composición lipídica afectará de 
manera indirecta la función de las proteínas (Janmey & Kinnunen, 2006). Por otro lado, 
los lípidos pueden tener un efecto directo sobre la estructura y función de las proteínas 
de membrana a través de interacciones específicas lípido-proteína (Escriba et al., 
2007). 
En este sentido, se ha descripto que numerosas PFTs que actúan sobre 
células de mamíferos presentan interacciones, con mayor o menor grado de 
especificidad, con los lípidos de la hemicapa externa de la membrana celular. Así, por 
ejemplo, las CDCs, constituyen una amplia familia de toxinas producidas por 
microorganismos Gram positivos que poseen en su estructura un sitio de unión a Col y 
requieren de su presencia en la membrana para ejercer su efecto lítico (Gilbert, 2010). 
Las toxinas CDT (de sus siglas en inglés cytolethal distending toxin), son una familia 
de toxinas producidas por diversos microorganismos Gram negativos como 
Campylobacter jejuni y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Se ha reportado que 
estas toxinas interaccionan específicamente con Col y esta interacción juega un rol 
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importante en la unión de las toxinas a la membrana (Lin et al., 2011) (Lai et al., 2013) 
(Boesze-Battaglia et al., 2009).  
Diversas toxinas, en cambio, interaccionan con los fosfolípidos de la 
membrana, particularmente con SM. Así, α-toxina de Staphylococcus aureus 
interacciona con la porción fosfocolina de la SM en dominios enriquecidos en SM y 
Col, favoreciendo la oligomerización de la toxina (Valeva et al., 2006). Otras, como las 
actinoporinas Equinotoxina-II y Sticolisina-II que son producidas por las anémonas 
marinas Actinia equina y Stichodactyla helianthus, respectivamente, reconocen 
específicamente SM y la presencia de este fosfolípido en la membrana aumenta la 
unión y la actividad lítica de las toxinas (Bakrac et al., 2008). Lo mismo ocurre en el 
caso de Lisenina, una toxina formadora de poro producida por el gusano Eisenia 
faetida (De Colibus et al., 2012). 
El mecanismo lítico de HlyA requiere que la toxina interaccione con los lípidos 
presentes en la membrana. De hecho, si se considera que el poro formado por la 
toxina es de naturaleza proteolipídica (Bakas et al., 2006), resulta claro que la 
composición de la membrana constituirá un factor determinante en el mecanismo de 
acción. 
Resultados previos indican que el Col y la SM presentes en la hemicapa 
externa de la membrana celular podrían tener un papel relevante en el mecanismo de 
acción de HlyA. Experimentos de liberación del contenido de liposomas por acción de 
la toxina evidenciaron que si bien se produce la liberación del contenido de liposomas 
compuestos sólo de PC, este porcentaje aumenta cuando en la composición de los 
liposomas se incluye también SM y Col (Ostolaza et al., 1993). También se ha 
observado que luego de la extracción de Col de la membrana de glóbulos rojos, la 
actividad hemolítica disminuye como consecuencia de una disminución en el grado de 
oligomerización de la toxina, así como su asociación a DRMs (Herlax et al., 2009). 
Todos estos resultados han sido analizados en función de las modificaciones de las 
propiedades de membrana que estos lípidos, en particular el Col, pueden inducir; 
como cambios en la fluidez de la membrana y/o segregación de fases y formación de 
microdominios. Sin embargo, no se ha investigado hasta el momento, la posible 
existencia de interacciones específicas entre HlyA y los lípidos presentes en la 
membrana celular. 
Los resultados del capítulo 3 indican que inicialmente HlyA interacciona con los 
bordes de los dominios Lo en aquellas membranas que presentan coexistencia de 
fases, luego la toxina se une preferencialmente a las membranas en fases Ld. En la 
zona de borde existen defectos de empaquetamiento y los lípidos están más 
expuestos al medio acuoso. De la misma manera, las fases Ld son más propensas a 
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presentar defectos transitorios que dejan al descubierto las zonas hidrofóbicas de los 
lípidos de membrana. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones el presente capítulo tiene como 
objeto estudiar la existencia de interacciones específicas de HlyA con los lípidos 
mayoritarios de la hemicapa externa de la membrana -PC, SM y Col-.
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2. Materiales y métodos 
 
2.1. Materiales 
 
Los lípidos utilizados: DOPC, 16:0 SM, Col y PE de huevo fueron obtenidos en 
Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, USA). 
La fosforilcolina (Pcol), glicoforina A, esfingomielinasa (SMasa) de Bacillus 
cereus y demás reactivos utilizados fueron obtenidos en Sigma Chemical Co (St. 
Louis, MO, USA) 
Los anticuerpos de cabra anti- IgG de conejo y los de ratón anti- IgG de conejo 
fueron obtenidos en Pierce (IL, USA) y Abcam (CA, USA), respectivamente. Los 
anticuerpos policlonales de conejo anti-HlyA fueron obtenidos en el laboratorio 
siguiendo el protocolo descripto por Cortajarena et. al. (A. L. Cortajarena et al., 2001). 
El péptido RFKKLGYDGDSLL fue sintetizado, purificado y caracterizado en el 
Núcleo Biotecnológico de Curauma, de la Pontificia Universidad Católica de 
Valparaíso, Chile. La síntesis se realizó siguiendo la técnica de síntesis en fase sólida 
(Guzmán et al., 2007). La purificación y análisis del péptido sintetizado se realizó 
mediante HPLC de fase reversa, basado en la hidrofobicidad diferencial de los 
residuos aminoacídicos, empleando gradientes de fase móvil con acetonitrilo. La masa 
molecular se determinó mediante espectrometría de masa y su estructura se analizó 
mediante dicroísmo circular. 
 
 
2.2. Métodos 
 
2.2.1. Cinética de inserción de HlyA en monocapas lipídicas 
 
Se utilizó la técnica de monocapas descripta en la sección Materiales y 
métodos del capítulo 3, para estudiar el proceso de inserción de la toxina. Para las 
medidas de presión superficial se utilizó una balanza de Langmuir NIMA Modelo 102M 
(KSV-NIMA, Biolin Scientific, Finlandia), provista de una placa Wilhelmy de platino 
como sensor de presión superficial. 
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Las monocapas se formaron agregando pequeñas cantidades de la mezcla 
lipídica a ensayar (DOPC o DOPC/16:0SM/Col 2:1:1), disuelta en cloroformo:metanol 
2:1 (v/v), sobre la superficie de la subfase acuosa, constituída por 200 ml de Buffer TC 
10 mM CaCl2 pH 7.4 hasta alcanzar la presión inicial (π0) de 20 mN/m. Luego de 
esperar 5 minutos para garantizar la evaporación del solvente y la estabilización de la 
π0, se inyectó la toxina en la subfase (120 nM final) y se registró el aumento de la π en 
función del tiempo hasta alcanzar una señal estable. Las mediciones se realizaron a 
25 °C con agitación constante. El proceso de inserción de la proteína en las distintas 
monocapas lipídicas se caracterizó a través del incremento máximo de la presión 
superficial (∆π) (Brockman, 1999). 
Para caracterizar la cinética de inserción de la toxina en las monocapas, las 
curvas de π vs tiempo se ajustaron, según la ecuación:    
𝝅 − 𝝅𝒐 = (𝝅∞ − 𝝅𝒐)�𝟏 − 𝒆−𝒃𝒕� Ecuación 4.2.1 
 
Donde π es la presión superficial de la monocapa al tiempo t, π0 la presión superficial 
inicial antes de inyectar la toxina en la subfase, y π∞ la presión superficial máxima 
alcanzada una vez estabilizada la señal. El parámetro b se corresponde con la 
constante de velocidad de inserción de la toxina en la monocapa de lípidos.  
 
 
2.2.2. Ensayos de inhibición de la lisis de glóbulos rojos de carnero 
 
HlyA se preincubó en microplacas de hemólisis con concentraciones crecientes 
de Col o fosforilcolina (Pcol) en un volumen total de 100 µl de Buffer TC 10 mM CaCl2 
pH 7.4 por 30 minutos a 22°C.  
Posteriormente se adicionaron 100 µl de una suspensión estandarizada de 
glóbulos rojos de carnero a cada pocillo y se incubó a 37°C por 30 minutos con 
agitación continua. Finalmente el porcentaje de hemólisis en cada pocillo se determinó 
siguiendo el protocolo descripto en el capítulo Materiales y métodos generales. 
Los stocks de Col para estos ensayos se prepararon en etanol absoluto 
procurando que la concentración final máxima de etanol a utilizar en las medidas fuera 
siempre menor al 2% (v/v). Se realizaron controles para comprobar que las cantidades 
de etanol utilizadas en los ensayos no afectaran la actividad de la toxina ni la 
integridad de los glóbulos rojos. Para realizar los controles de actividad de toxina, se 
incubó la toxina con diluciones seriadas a partir del mismo volumen de etanol que el 
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utilizado en los ensayos de inhibición con Col, así en cada pocillo la concentración de 
etanol fue equivalente a la utilizada en los ensayos en presencia de Col. Luego se 
agregaron 100 µl de la suspensión estandarizada de glóbulos rojos de carnero a cada 
pocillo, y se midió la actividad hemolítica como fue descripto previamente para los 
ensayos de inhibición. De la misma forma, para controlar que el etanol o el Col disuelto 
en etanol no produjera hemólisis de los glóbulos rojos, se hicieron diluciones seriadas 
de etanol o del stock de Col en etanol en Buffer TC 10 mM CaCl2 pH 7.4 partiendo de 
las mismas cantidades utilizadas en los ensayos de inhibición y se procedió luego de 
igual manera que con las muestras. 
Las concentraciones de Col utilizadas en los ensayos se mantuvieron siempre 
por debajo del límite de solubilidad reportado para el Col en soluciones acuosas (4.7 
µM) para evitar artefactos debido a la aparición de cristales de Col (Haberland & 
Reynolds, 1973). 
Se definió la concentración inhibitoria 50 (IC50) como la concentración de Col 
que produjo 50% de inhibición de la hemólisis en las condiciones del ensayo y se 
calculó ajustando los datos a una función logística de 4 parámetros mediante el 
programa SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc; CA, USA). 
 
 
2.2.3. Tratamiento de glóbulos rojos con SMasa 
 
Se trataron glóbulos rojos de carnero con 0.7 unidades/ml de SMasa de 
Bacillus cereus por una hora a 37°C (Kwiatkowska et al., 2007). Transcurrido este 
tiempo, se lavaron los glóbulos rojos con Buffer TC, centrifugando la muestra a 
1500xg. Finalmente los glóbulos rojos se resuspendieron en Buffer TC.  
La cuantificación del contenido de SM en la membrana de los glóbulos rojos 
control y tratados con SMasa se realizó por cromatografía en capa fina (TLC). 
Previamente se obtuvieron fantasmas de los glóbulos rojos control y tratados con la 
enzima. Para esto, se lavaron 5 ml de glóbulos rojos con Buffer TC y se 
resuspendieron en Buffer lisis (Tris.HCl 10 mM, pH 7.4) a 4ºC por 30 minutos. Las 
membranas fueron obtenidas por centrifugación a 10000 rpm durante 10 minutos a 
4°C y se realizaron lavados sucesivos hasta obtener un sobrenadante claro, libre de 
hemoglobina. El pellet de membranas se resuspendió en 1 ml de Buffer TC. Se 
extrajeron los lípidos totales de membrana de los fantasmas de glóbulos rojos 
utilizando el método de Folch (Folch et al., 1957). Se cuantificaron los lípidos totales 
por el método de pesada constante en microbalanza. Luego se separaron los lípidos 
polares por TLC utilizando placas de alta performance (HPTLC) (Whatman, GE 
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Healthcare, Fairfield, CT, USA) utilizando como solvente de desarrollo la mezcla 
cloroformo/metanol/agua 25:10:1 (v/v). La placa se reveló con 5% (v/v) de ácido 
sulfúrico en etanol y posterior calentamiento de la placa a 120°C. La identificación de 
las bandas se realizó por comparación de los Rf (factor de relación de frente) de las 
bandas correspondientes a los distintos lípidos con los Rf correspondientes a 
estándares comerciales de SM, PE y Col sembrados en la misma placa. 
Para calcular el porcentaje de disminución del contenido de SM en los glóbulos 
rojos tratados con SMasa, se midieron las DO de las bandas correspondientes a SM y 
PE utilizando el software ImageJ (Research Services Branch, National Institute of 
Health, Bethesda, MD, USA). Para poder realizar la comparación entre el contenido de 
SM de los glóbulos rojos tratados y sin tratar y que el análisis no se vea afectado por 
pequeñas diferencias en la cantidad de lípidos totales sembrados, se calculó el 
contenido de SM en relación al contenido de PE (lípido que no varía durante el 
tratamiento con SMasa).  
 
 
2.2.4. Ensayos de hemólisis con glóbulos rojos tratados con SMasa 
 
Se determinó el grado de hemólisis en glóbulos rojos de carnero control y 
tratados con SMasa de B. cereus. Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo 
descripto en el capítulo 2 Materiales y métodos generales para los ensayos de 
actividad hemolítica. 
 
 
2.2.5. Ensayos de Dot-Blot de lípidos 
 
El Dot-Blot de lípidos permite evaluar la interacción entre proteínas y distintos 
lípidos que se depositan sobre una membrana; es una técnica simple que permite un 
rápido screening de posibles ligandos lipídicos de una proteína. 
Para realizar estos ensayos se depositaron cantidades crecientes de Col, PC o 
SM (todos en un volumen final de 1 µl) en la superficie de membranas de nitrocelulosa 
(GE Healthcare) a partir de stocks preparados en cloroformo. Se dejaron las 
membranas a temperatura ambiente por 1 h para asegurar la evaporación total del 
solvente. Las membranas luego se bloquearon por 2 h con 3% (p/v) de leche 
descremada en Buffer 10 mM Tris.HCl, 150 mM NaCl, pH 7.4 (Buffer TBS). Luego se 
incubaron con 30 nM de HlyA en una suspensión de leche en TBS adicionada de 10 
mM CaCl2, necesario para asegurar que la toxina se encuentre activa, a temperatura 
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ambiente con agitación continua durante 3 h. Se realizaron 5 lavados de 5 min cada 
uno con Buffer TBS para eliminar la toxina no unida y luego se incubaron las 
membranas con anticuerpos policlonales anti-HlyA (1:500) en leche 3% (p/v) en Buffer 
TBS por 2 h. Las membranas se lavaron como fue descripto anteriormente y se 
incubaron con anticuerpos secundarios de cabra anti-IgG de conejo conjugados con 
peroxidasa de rábano (1:1000) por 2 h. Finalmente, las membranas se lavaron con 
Buffer TBS y los dot-blots fueron revelados por quimioluminiscencia. 
Con el fin de descartar una unión inespecífica de los anticuerpos a los lípidos 
depositados en la membrana, se realizó el mismo procedimiento incubando las 
membranas en ausencia de toxina. 
 
 
2.2.6. Medidas empleando Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR) 
 
La resonancia de plasmones superficiales (SPR, de sus siglas en inglés 
Surface Plasmon Resonance) constituye una valiosa herramienta para el estudio de 
interacciones entre macromoléculas. Permite la determinación de forma rápida y 
directa de las velocidades de asociación y disociación en procesos de unión, ya sea 
proteína-proteína, proteína-lípido, proteína-ligando, etc, sin la necesidad del marcado 
con sondas específicas, y presenta una alta sensibilidad de detección, lo que permite 
trabajar con bajas concentraciones de muestra (en el rango nM). 
Las interacciones entre las macromoléculas se estudian en la superficie de un 
chip. Estos son dispositivos de vidrio cubiertos de una fina película de oro, donde se 
produce la resonancia de plasmones superficiales, fenómeno que ocurre en 
condiciones de reflexión interna total en la superficie de películas delgadas de ciertos 
metales. Si se hace incidir un haz de luz polarizada a través de un medio de alto índice 
de refracción, usualmente un prisma, sobre la superficie de una lámina de oro en 
contacto con un medio de menor índice refracción, por encima de un cierto ángulo 
crítico, habrá reflexión interna total y la luz será completamente reflejada. Si se hace 
incidir luz con un ángulo ligeramente mayor, a un ángulo específico (el ángulo de 
SPR), ocurrirá resonancia entre la onda evanescente de la luz incidente y la onda 
asociada a los plasmones superficiales de la lámina de oro; este fenómeno de 
resonancia de plasmones superficiales absorbe parte de la luz, lo que se observa 
como una disminución en la intensidad de luz reflejada. La frecuencia a la que 
entrarán en resonancia los plasmones depende del índice de refracción del medio en 
contacto con la lámina metálica, en un espesor de unos cientos de nanómetros, por lo 
que el ángulo de la luz incidente al cual se produce la resonancia con los plasmones 
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también dependerá del índice de refracción del medio. Cuando las moléculas se unen 
a la superficie de la lámina de oro se produce un aumento de índice de refracción y por 
lo tanto cambiará el ángulo al cual se observa el mínimo de reflexión (Figura 4.2.1.A y 
B). Esto es detectado por el equipo y traducido a unidades de resonancia o respuesta 
(RU) y así se obtienen los gráficos de RU en función del tiempo o sensorgramas 
(Figura 4.2.1.C). Esto permite medir la unión de analitos en tiempo real y calcular su 
velocidad de asociación (kon) y disociación (koff) así como determinar constantes de 
afinidad KD, ya sea a partir de los datos cinéticos o en estado estacionario (Ritzefeld & 
Sewald, 2012). 
 
 
 
Figura 4.2.1. Resonancia de plasmones de superficie. (A) Esquema que muestra el principio en 
el que se basan las mediciones mediante SPR. Se hace incidir un haz de luz polarizada a 
través de un prisma en condiciones de reflexión interna total. La intensidad de la luz reflejada 
es captada por un detector. A determinado ángulo, θSPR, se produce el fenómeno de 
resonancia de los plasmones superficiales de la lámina de oro, esto absorbe energía y se 
observa una disminución en la intensidad de luz reflejada. Al unirse un analito a la superficie 
del chip, aumenta el índice de refracción del medio y por tanto la frecuencia a la que se 
produce el fenómeno de resonancia, por lo que el θSPR cambia. (B) El equipo mide la 
intensidad de luz reflejada y permite detectar los cambios en el θSPR lo que luego traduce en 
unidades de respuesta (RU). (C) Sensorgrama que se obtiene al graficar la respuesta obtenida 
en función del tiempo. Adaptado de Madeira et al., 2009. 
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Para realizar las medidas de interacción entre dos sustancias, una de ellas, el 
ligando, se fija a la superficie del chip mientras que la otra, el analito, se hace fluir 
sobre la superficie. Si ocurre interacción entre el ligando y el analito, cambiará el índice 
de refracción en la superficie del chip y esto se ve como una aumento de la señal. El 
sistema Biacore utiliza unidades de resonancia (que equivalen a un cambio de ángulo 
de 10-4 grados) para describir el aumento de la señal. Existe una relación lineal entre la 
cantidad de sustancia unida a la superficie del chip y las RU, 1RU= 1 pg/mm2 
(Stenberg et al., 1991). 
Muchos chips presentan una capa de dextranos sobre la superficie de la lámina 
de oro lo que permite funcionalizar la superficie para unir covalentemente distintos 
ligandos. El chip CM5, por ejemplo, se halla carboximetilado y esto permite unir a su 
superficie distintos ligandos a través de sus grupos aminos, tioles, aldehídos o 
carboxilos. Al mismo tiempo la capa de dextranos confiere una mayor flexibilidad de 
movimiento a los ligandos unidos por lo que tendrán un comportamiento más similar al 
que presentan en solución (Besenicar et al., 2006). 
 
 
2.2.6.1. Medidas de la interacción HlyA-lípidos mediante SPR 
 
Las medidas de SPR se realizaron empleando un equipo Biacore T100 (GE, 
Piscataway, NY, USA). HlyA fue previamente dializada contra Buffer Ac/AcH pH 4 y 
posteriormente inmovilizada sobre la superficie de un chip CM5 previamente activada 
con una mezcla de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-hidroxisuccinimida 
(EDC/NHS) (Fernandez et al., 2006) (Johnsson et al., 1991) (Fernandez et al., 2007). 
La toxina se inmovilizó hasta alcanzar 450 RU y posteriormente, el resto de los sitios 
en la superficie del chip fueron bloqueados con 1M etanolamina. 
Los analitos usados en los ensayos fueron liposomas de DOPC y DOPC/Col en 
relación molar 4:1 para las medidas de interacción de HlyA con los distintos lípidos o 
glicoforina, glicoproteína que ha sido descripta como posible receptor de HlyA y que 
fue utilizada como control de los ensayos. Todos los analitos fueron preparados en 
Buffer TC 10 mM CaCl2, pH 7.4; que se utilizó como Buffer de corrida en los ensayos. 
Diluciones seriadas de estos analitos se aplicaron sobre HlyA inmovilizada sobre el 
chip. Luego de cada ciclo, la superficie fue regenerada por pasaje de Buffer Glicina-
HCl 10 mM pH 3 hasta alcanzar nuevamente la línea base. 
Todos los ensayos se realizaron a 25°C y se repitieron al menos tres veces. 
El análisis de los datos se realizó empleando el programa BIAevaluation 3.2 
(BIAcore). Los datos se ajustaron a un modelo cinético de unión 1:1 y, en aquellos 
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casos en los cuales los parámetros cinéticos cayeron fuera de los límites de detección 
del equipo, se determinó la constante de disociación (KD) del sistema en condiciones 
de equilibrio. 
 
 
2.2.7. Ensayos de liberación del contenido de liposomas  
 
Se midió la liberación del contenido de liposomas cargados con ácido 8-
aminonaftalen-1,3,6-trisulfónico/ Bromuro de N,N’-p-xilen-bispiridinio (ANTS/DPX). En 
este par de reactivos, el DPX actúa como quencher apagando la fluorescencia del 
ANTS. Al estar encapsulados ambos reactivos en el interior del liposoma, inicialmente 
la fluorescencia del ANTS estará apagada por el DPX. El DPX es un quencher 
colisional por lo que al producirse la disrupción de la membrana del liposoma y 
liberarse su contenido, se producirá una dilución de la solución, lo que llevará a un 
aumento en la fluorescencia del ANTS. 
Para los ensayos de liberación del contenido de vesículas se prepararon MLVs 
de distinta composición lipídica conteniendo 12.5 mM ANTS, 45 mM DPX, 20 mM Tris-
HCl, 70 mM NaCl, pH 7.4 mediante 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento, 
favoreciendo así la incorporación de las sondas. Las MLVs obtenidas fueron 
convertidas en LUVs por pasaje a través de membranas de policarbonato de tamaño 
de poro 0.1 µm. El ANTS/DPX no incorporado fue separado de los liposomas cargados 
por cromatografía de exclusión molecular, utilizando columnas Sephadex G-75 
(Sigma) y Buffer TC como buffer de elución. 
La concentración final de lípidos de los LUVs, luego del pasaje por columna, 
fue determinado a través de medidas del contenido de fosfolípidos por el método 
colorimétrico de Fósforo (Chen et al., 1956) y posterior corrección teniendo en cuenta 
la composición de lípidos totales de cada muestra (relación fosfolípidos:Col). Los 
ensayos se realizaron con LUVs de DOPC, o mezclas binarias DOPC/Col en relación 
molar 2:1, 4:1 y 9:1. 
Los ensayos se realizaron en microplacas, para lo cual se realizaron diluciones 
seriadas de HlyA en Buffer TC 10 mM CaCl2 pH 7.4  en un volumen final de 100 µl. En 
cada pocillo se agregaron 100 µl de LUVs 200 µM en Buffer TC. El ensayo de 
liberación consistió en medir el aumento de la fluorescencia del ANTS durante 20 
minutos a 37°C, incubando en lector de placas Multimode Detector DTX 880 (Beckman 
Coulter). La longitud de onda de excitación fue 355 nm y se midió la intensidad de 
emisión de fluorescencia a 525 nm. 
74 
 
Capítulo 4: Interacción de HlyA con lípidos de membrana 
 
Como control de liberación espontánea del contenido de liposomas, se midió la 
fluorescencia a muestras preparadas de la misma manera pero sin la adición de 
toxina. 
Luego de los 20 minutos, la intensidad correspondiente al 100% de liberación 
se determinó para cada pocillo mediante la adición de 10 µl de Tritón X-100 10% (v/v) 
(0.25% final). 
El porcentaje de liberación se calculó utilizando la siguiente fórmula: 
%L= 100 (Fp-F0)/(F100-F0) Ecuación 4.2.2 
Donde Fp es la intensidad de fluorescencia final luego de la adición de toxina (20 min), 
y F0 y F100, las intensidades de fluorescencia antes del agregado de proteína y luego 
del agregado de Tritón X-100 respectivamente, este último valor previamente se 
corrigió por efecto de dilución por el agregado del Tritón.  
 
 
2.2.8. Medidas de conductancia en bicapas lipídicas planas en presencia de 
HlyA 
 
2.2.8.1. Técnica de bicapas lipídicas planas 
 
La técnica de bicapas lipídicas planas (BLM, de sus siglas en inglés Black lipid 
membranes) permite el estudio de la apertura de canales únicos en membrana en 
tiempo real. La técnica se basa en el registro de corrientes iónicas que se producen a 
través de un canal incorporado en una bicapa lipídica estable de composición 
controlada. Típicamente la bicapa se forma en un pequeño orificio (de 100 µm de 
diámetro aproximadamente) que se encuentra en un septum fino de teflon que separa 
dos cámaras o compartimentos. En ellos se coloca una solución iónica y se conectan 
ambos a un sistema electrónico mediante dos electrodos de Ag/AgCl lo que permite la 
aplicación de un potencial eléctrico estable y el registro de la corriente iónica que 
atraviesa la membrana. Si se agrega una proteína formadora de poro en uno de los 
compartimentos, esta puede insertarse en la bicapa, oligomerizar y formar poros. 
Típicamente, cada poro es detectado en tiempo real como un aumento abrupto en la 
corriente. La inserción de poros sucesivos produce aumentos de corriente en forma de 
escalones que son característicos de la formación de poros proteicos (Figura 4.2.2). 
BLM constituye una técnica de canal único dado que cada salto en la corriente se 
corresponde con la apertura de un poro activo. 
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Figura 4.2.2. Esquema del arreglo utilizado en un ensayo de BLM. Se pueden observar los dos 
compartimentos separados por un septum donde se encuentra el orificio donde se forma la 
bicapa de composición lipídica conocida. Un electrodo de Ag/AgCl se coloca en cada 
compartimento, uno en el cis donde se agrega la toxina y otro en el trans, de manera de poder 
aplicar el voltaje deseado y poder medir la corriente generada. La formación de poros en la 
bicapa, permitirá el pasaje de iones y se producirá una corriente iónica a través de la bicapa 
que se registrará como un aumento en la corriente. Adaptado de Marchioretto et al., 2013.  
 
 
2.2.8.2. Obtención de bicapas lipídicas planas  
 
Se utilizaron soluciones stock de los lípidos disueltos en cloroformo/metanol 2:1 
(v/v) y almacenados a -20°C. Las mezclas binarias fueron preparadas inmediatamente 
previo a su uso. Se colocó la cantidad de lípidos necesaria en un tubo, se evaporó el 
solvente en corriente de nitrógeno y posteriormente se dejó en vacío durante 2 h. Los 
lípidos utilizados, DOPC o mezclas binarias DOPC/Col en relación molar 2:1, fueron 
luego resuspendidos en n-decano hasta alcanzar una concentración final de lípidos 
totales de 25 mg/ml. 
Las BLMs compuestas de DOPC o DOPC/Col 2:1 se prepararon por la técnica 
de Mueller-Rudin (Mueller et al., 1962). Utilizando un capilar sellado en un extremo, se 
pintó con la solución de lípidos sobre un orificio circular de 150 µm de diámetro 
ubicado en una cubeta de poliestireno de una cámara para bicapas modelo BCH-13A 
(Warner Instruments Inc., Hamden, CT). La cubeta se colocó en un soporte de cloruro 
de polivinilo definiendo así una pared y dos compartimentos acuosos separados por la 
bicapa. Previo a la formación de la bicapa, con el fin de facilitar su formación, el orificio 
se cubrió con una pequeña cantidad de los lípidos a ensayar del lado cis de la pared 
de la cubeta y se dejó secar antes del agregado del buffer. 
En ambos compartimentos, cis y trans, se agregó de manera simétrica 1 ml de 
Buffer 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2, pH 7.4 como solución electrolítica. 
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Las conexiones eléctricas se realizaron a través de puentes salinos de 2% (p/v) (agar 
en 200 mM NaCl) conectando cada compartimento con un reservorio externo 
conteniendo el mismo buffer y donde se colocaron los electrodos de Ag/AgCl cerrando 
el circuito eléctrico. Para evitar vibraciones mecánicas e interferencias por campos 
eléctricos externos durante las medidas, la cámara con los electrodos de Ag/AgCl en 
el compartimento cis y trans se colocó en una jaula de Faraday en un soporte 
mecánicamente aislado.  
 
 
2.2.8.3. Registros de corriente 
 
Las mediciones eléctricas se realizaron utilizando un amplificador BC-525D 
(Warner Instruments, Inc., Hamden, CT), con un resistor de retroalimentación de 10 
GΩ. Las ganancias utilizadas variaron entre 1 a 10 mV/pA según el experimento. Las 
señales de corriente de salida analógicas fueron filtradas a 10 kHz (-3 dB) aplicando 
un filtro tipo Bessel y digitalizada mediante un convertidor analógico-digital (Interfase 
de adquisición de datos InstruTECH ITC-18, HEKA Instruments, Inc.). Las corrientes 
fueron adquiridas utilizando el programa PATCHMASTER (HEKA Instruments, Inc.). 
Los datos fueron analizados utilizando el programa ClampFit 9.2 (Axon Instruments, 
Inc.). Los datos fueron tratados aplicando previamente un filtro de 100 Hz de tipo 
Gaussiano. Las corrientes obtenidas fueron corregidas por los valores de filtro de 
salida y ganancia utilizados y a partir de estos datos se calculó la conductancia como 
G(nS)= i(pA)/V(mV). 
Se realizaron registros utilizando bicapas de DOPC y de la mezcla DOPC/Col 
2:1 en ausencia de toxina como control de estabilidad de las bicapas. Para los 
ensayos en presencia de toxina se agregó HlyA en el compartimento cis hasta 
alcanzar una concentración de 10 nM y se comenzó con el registro de corriente. 
Todos los experimentos se realizaron a 23°C al menos 5 veces para cada 
composición lipídica ensayada y cada potencial aplicado. 
Para la obtención de los histogramas, se analizó la amplitud de la corriente 
correspondiente a cada salto en los registros i vs t (correspondientes a la apertura de 
un poro), considerando sólo aquellos saltos de corriente de más de 0.1 s de duración. 
Se graficó la frecuencia de aparición de saltos de una determinada conductancia, 
considerando el total de registros obtenidos en esas condiciones.  
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2.2.9. Búsqueda de sitios CRAC/CARC (Cholesterol recognition/interaction 
aminoacid consensus region) en la secuencia de HlyA 
 
El análisis estructural de muchas proteínas que interaccionan con Col como el 
receptor de benzodiazepina y otros receptores acoplados a proteínas G (Li & 
Papadopoulos, 1998) (Jafurulla et al., 2011), ha permitido identificar una secuencia 
consenso implicada en esta interacción, de la forma L/V-(X1-5)-Y-(X1-5)-R/K 
constituido por una leucina (L) o valina (V), una tirosina (Y), y una arginina (R) o lisina 
(K), separadas por regiones variables que comprenden de 1 a 5 aminoácidos. Este 
motivo se ha denominado CRAC (de sus siglas en inglés cholesterol 
recognition/interaction aminoacid consensus region). 
Recientemente se ha identificado un sitio de unión a Col análogo a los sitios 
CRAC pero que presentan exactamente la orientación contraria en cuanto a la 
disposición de sus aminoácidos. Estos motivos se han denominado CARC, 
precisamente por esa característica y están constituidos por la secuencia consenso 
K/R-(X1-5)-Y/F-(X1-5)-L/V, que admite ya sea un residuo de Y o de fenilalanina (F) como 
aminoácido central (Baier et al., 2011). 
La búsqueda de los motivos de unión a Col mencionados se realizó mediante el 
uso del servidor ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite) (Sigrist et al., 
2002). 
 
 
2.2.10. Alineamiento de secuencias 
 
Los alineamientos de secuencia entre las distintas toxinas RTX se realizó 
mediante el uso del servidor CLUSTALW2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 
(Larkin et al., 2007). 
Las secuencias de las distintas toxinas se obtuvieron del banco de datos de 
proteínas PDB (de sus siglas en inglés Protein Data Bank). Los números de acceso de 
las secuencias utilizadas para cada toxina se detallan en la tabla 4.2.1. 
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Tabla 4.2.1. Número de acceso utilizado para la obtención de las secuencias de las proteínas a 
partir del banco de datos de proteínas PDB. Estas secuencias fueron utilizadas para hacer la 
búsqueda de dominios y los alineamientos de secuencias.  
 
 
2.2.11. Predicción de estructura secundaria 
 
La predicción de estructura secundaria se realizó mediante el uso del servidor 
JPred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) (Cole et al., 2008). 
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3. Resultados y discusión 
 
3.1. Inserción de HlyA en monocapas  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el Capítulo 3 que indican que 
HlyA interacciona preferencialmente con fases Ld, se midió la inserción de HlyA en 
monocapas compuestas de DOPC y monocapas compuestas por la mezcla 
DOPC/16:0SM/Col en relación molar 2:1:1 que fue caracterizada en el capítulo anterior 
y que presenta coexistencia de fases Lo-Ld en el rango de 10-25 mN/m. 
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Figura 4.3.1 Cinética de inserción de HlyA en monocapas lipídicas. Los ensayos se realizaron a 
una presión superficial inicial de 20 mN/m. La subfase estuvo compuesta de Buffer TC, 10 mM 
CaCl2, pH 7.4. La concentración inicial de HlyA en la subfase fue de 120 nM. Las medidas se 
realizaron a 20°C. La figura muestra uno de dos experimentos independientes muy similares 
entre sí. 
 
 En la Figura 4.3.1 se puede observar que la inserción de HlyA en monocapas 
de DOPC lleva a un incremento total en la presión superficial (∆π) de 6 mN/m. En 
cambio, la inserción en monocapas de DOPC:16:0SM:Col (2:1:1) produce un 
incremento mayor, de 10 mN/m. Cabe recordar que tanto la cinética de inserción como 
el incremento máximo alcanzado para la inserción de HlyA en mezclas ternarias 
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DOPC/SM/Col 2:1:1 resultó independiente de la presencia de coexistencia de fases, 
según los resultados obtenidos en el Capítulo 3, por lo que la diferencia encontrada 
entre la inserción en monocapas de DOPC y DOPC/16:0SM/Col no se debería a la 
presencia de distintas fases en esta última. Sin embargo, lo que se observó en este 
caso es que la inserción de la toxina se vio favorecida en aquellas membranas que 
contienen tanto SM como Col, respecto de aquellas que contienen sólo DOPC. 
 Para comparar las cinéticas de inserción de HlyA en las monocapas de ambas 
composiciones ensayadas se ajustaron las curvas obtenidas según la ecuación 4.2.1, 
lo que permitió determinar la constante de velocidad de inserción de HlyA en cada 
mezcla, obteniéndose una constante de 9.14 e-4 (s-1) para DOPC y 1.25 e-3 (s-1) para 
la monocapa de DOPC:SM 16:0:Col 2:1:1. Estos resultados indican que HlyA no sólo 
se insertó en mayor medida en aquellas monocapas conteniendo SM y Col sino que lo 
hizo más rápidamente.  
Mediante el estudio del comportamiento de proteínas con distinta estructura 
terciaria, se ha postulado que el incremento en la presión superficial de una monocapa 
depende del grado de inserción de las proteínas, así como también del estado 
conformacional de las proteínas en la monocapa (Graham, 1980). Por lo tanto, los 
resultados obtenidos se pueden interpretar en términos de un mayor grado de 
inserción de la toxina en la mezcla ternaria pero no se puede descartar la posibilidad 
de que la toxina presente un arreglo conformacional diferente en las monocapas que 
contienen SM y Col respecto de aquellas que presentan sólo DOPC en su 
composición. 
 Estos resultados correlacionan con los resultados de actividad lítica obtenidos 
por Ostolaza et al., donde se observa un mayor porcentaje de liberación del contenido 
de liposomas en aquellos que poseen PC/SM/Col en su constitución respecto de los 
que sólo poseen PC (Ostolaza et al., 1993). 
 
 
3.2. Ensayos de Inhibición con Col y Pcol 
 
 De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos en monocapas, 
tanto la presencia de SM como de Col favorecerían la inserción de la toxina en la 
membrana. Para explorar la existencia de interacciones directas de HlyA con alguno 
de estos lípidos, se midió la actividad hemolítica de HlyA, previa incubación de la 
toxina con Col y Pcol, cabeza polar de SM y PC. 
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Figura 4.3.2. Se realizaron ensayos de hemólisis en presencia de 0.25 nM HlyA previamente 
incubada con Col (•) o Pcol (•) a las concentraciones indicadas. Luego de 30 min a 37°C se 
determinó el porcentaje de hemólisis midiendo el porcentaje de liberación de hemoglobina. El 
inset muestra los controles donde los eritrocitos fueron tratados con los mismos volúmenes de 
etanol (∆) o Col en etanol (▼) que los utilizados en los ensayos de inhibición. Asimismo se 
chequeó la actividad de HlyA en presencia de etanol (□). Los datos representan la media ± SD, 
n=3. 
 
En la Figura 4.3.2 se puede observar que la preincubación de HlyA con Col 
produjo una inhibición marcada de la hemólisis, observándose una inhibición completa 
a concentraciones de Col cercanas a 4 µM. Los datos permitieron el cálculo de la IC50 
para la inhibición de la hemólisis por Col dando un valor de 440 ± 40 nM. Estos 
resultados señalan que existiría una interacción de HlyA con Col y que esta asociación 
le impediría ejercer su efecto lítico.  
Se realizaron controles para asegurar que la utilización de etanol como 
solvente, aunque en pequeñas cantidades, no afectara los ensayos. Los controles 
permitieron corroborar que ni las cantidades de etanol, ni las de Col en etanol 
utilizadas, afectaron la estabilidad de los glóbulos rojos. De la misma manera se 
comprobó que la actividad de la toxina no se vio afectada por la cantidad de etanol que 
se utilizó en los ensayos (Figura 4.3.2 inset).  
Por el contrario, a diferencia de la preincubación con Col, no se produjo 
inhibición de la hemólisis cuando HlyA fue preincubada con Pcol en el rango de 
concentraciones de Pcol estudiadas. Pcol constituye la cabeza polar de SM y PC. Si 
bien en este caso no se produjo inhibición por la preincubación con Pcol, no se puede 
descartar una interacción con estos fosfolípidos ya que, por ejemplo, se ha encontrado 
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que Equinotoxina-II, una toxina que reconoce específicamente SM, no une Pcol ni PC 
(Bakrac et al., 2008). En el mismo sentido, se ha reportado que Lisenina, una toxina 
aislada del gusano Eisenia foetida, une específicamente SM en la membrana de varias 
tipos celulares pero no es capaz de unir otros esfingolípidos ni ceramida, esfingosina, 
esfingosina-1-P, esfingosilfosforilcolina o galactoceramida, sino que reconoce la 
estructura molecular de la SM (requiere de la presencia tanto de Pcol, junto con la 
esfingosina y el ácido graso para unirse) (Yamaji et al., 1998).  
 
 
3.3. Actividad hemolítica de HlyA en glóbulos rojos tratados con SMasa 
 
Para estudiar la relación entre el contenido de SM en la membrana de los 
glóbulos rojos y la actividad hemolítica de HlyA, se midió el grado de hemólisis de 
glóbulos rojos control y tratados con SMasa de Bacillus cereus, que cataliza la 
hidrólisis de SM en ceramida y Pcol, reduciendo así el contenido de SM de la 
membrana. En estos ensayos se utilizaron glóbulos rojos de carnero, los cuales 
particularmente presentan un alto contenido de SM en sus membranas (Mate et al., 
2014). 
Los glóbulos rojos de carnero se trataron con SMasa de B. cereus por una hora 
a 37°C y luego se comprobó la disminución del contenido de SM entre glóbulos rojos 
control y tratados con SMasa mediante HPTLC.   
  
 
Figura 4.3.3. Placa de HPTLC que muestra la separación de los lípidos totales extraídos a partir 
de fantasmas de glóbulos rojos de carnero sin tratar (indicados como Control) y tratados con 
0.7 unidades/ml SMasa (indicados como SMasa 1 y 2) por 1h a 37°C. Los lípidos totales se 
extrajeron por el método de Folch (Folch et al., 1957) y posteriormente se separaron mediante 
HPTLC utilizando cloroformo/metanol/agua 25:10:1 (v/v) como solvente de desarrollo. Se 
sembraron en la misma placa estándares comerciales de PE, SM y Col. Las bandas de lípidos 
se detectaron tratando la placa con 5% (v/v) de Ácido sulfúrico en etanol y posterior 
calentamiento de la placa a 120°C.  
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Tabla 4.3.1. Análisis densitométrico de las bandas de SM y PE obtenidas en la Figura 4.3. 
SM/PE: relación de DO de la banda de SM y PE. %SM: %SM remanente en glóbulos rojos 
tratados calculado como (SM/PE)SMasa/(SM/PE)controlx100. Los datos representan la media ± el 
desvío, n=2. 
 
Como puede observarse en la Figura 4.3.3 y Tabla 4.3.1 el tratamiento con 
SMasa efectivamente produjo una disminución del contenido de SM y pudo estimarse 
que los glóbulos rojos tratados presentaron un 34 ± 3 % menos de SM respecto de los 
glóbulos rojos sin tratar. 
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Figura 4.3.4. Actividad hemolítica de HlyA en glóbulos rojos de carnero control (●) y tratados 
con SMasa (●). Se realizaron diluciones seriadas de HlyA en 100 µl de Buffer TC, 10 mM 
CaCl2, pH 7.4 y se agregó a cada pocillo 100 µl de una suspensión estandarizada de glóbulos 
rojos sin tratar o tratados con SMasa. Luego se incubó 30 minutos a 37 °C y se midió el grado 
de hemólisis como porcentaje de liberación de hemoglobina. Los valores indicados representan 
la media ± SD, n= 4. 
 
Como se observa en la Figura 4.3.4, la disminución del contenido de SM en la 
membrana de los glóbulos rojos de carnero no afectó la actividad hemolítica de HlyA, 
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ya que no se observaron diferencias significativas respecto de la actividad hemolítica 
en glóbulos rojos sin tratar. De hecho, se observó un pequeño aumento, aunque no 
significativo, en el porcentaje de hemólisis en los glóbulos rojos tratados con SMasa. 
En este sentido, se ha reportado que el tratamiento con SMasa de B. cereus puede 
producir hemólisis de glóbulos rojos de carnero debido a la aparición de interfases en 
la membrana por la formación de dominios ricos en ceramida como consecuencia de 
la actividad enzimática, por lo que el tratamiento con la enzima pudo causar una mayor 
inestabilidad de los glóbulos rojos en estos ensayos (Oda et al., 2010).  
Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de hemólisis indican que una 
disminución en el contenido de SM en la membrana no modifica la actividad hemolítica 
por lo que refuerzan los resultados obtenidos previamente indicando que HlyA no 
interaccionaría con SM en la membrana.  
 
 
3.4. Ensayos de Dot-Blot de lípidos 
 
Los resultados obtenidos hasta este punto dan indicios de la existencia de una 
interacción de HlyA con Col, no así con SM o PC. Con el fin de analizar interacciones 
directas entre los distintos lípidos y HlyA se realizaron ensayos de Dot-Blot de lípidos. 
 
 
Figura 4.3.5. Dot-Blot de lípidos. Se sembró 1 µl de diluciones seriadas de PC, SM y Col en 
membranas de nitrocelulosa. La cantidad total de lípido depositada en cada caso se indica en 
la figura. Las membranas fueron bloqueadas en 3% (p/v) de leche descremada en Buffer TC. 
(A) Las membranas fueron incubadas con 30 nM HlyA en presencia de 10 mM CaCl2. La toxina 
unida a los distintos lípidos fue revelada usando anticuerpos policlonales anti-HlyA y revelando 
por quimioluminiscencia. (B) Se realizó el mismo procedimiento pero en ausencia de HlyA. Las 
figuras corresponden a uno de tres experimentos independientes.   
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En la Figura 4.3.5.A se puede observar que HlyA se unió preferencialmente a 
Col. Al comparar la intensidad de los distintos puntos se observó que con el aumento 
de la cantidad de Col sembrada también aumentó la cantidad de HlyA unida a la 
membrana. En cambio, no se observó interacción de HlyA con SM para las cantidades 
de lípidos ensayadas y, en el caso de PC, sólo se observó asociación de HlyA en 
presencia de 1 nmol de lípido, pero no en presencia de cantidades menores. En este 
último caso, la unión a 1 nmol de PC fue mucho menor que la correspondiente a la 
misma cantidad de Col, según se evidencia por la menor intensidad de señal 
quimioluminiscente que se obtuvo. El control en ausencia de toxina indica que los 
puntos observados se corresponden a la unión de la toxina y no a una unión 
inespecífica de los anticuerpos utilizados durante el revelado (Figura 4.3.5.B). 
Estos resultados indican que existiría una interacción directa y preferencial de 
HlyA con Col. 
 
 
 
3.5. Ensayos de SPR  
 
SPR permite caracterizar interacciones lípido-proteína, pudiendo analizar tanto 
la cinética de la interacción como la especificidad de la unión. Para confirmar los 
resultados obtenidos por Dot-Blot de lípidos y poder caracterizar la interacción HlyA-
Col se realizaron medidas de SPR, utilizando liposomas de distinta composición 
lipídica. Para esto se usó la toxina como ligando fijándola a la superficie de chips CM5 
a través de sus grupos amino a pH 4 y se estudió su interacción con liposomas de 
DOPC y DOPC/Col 4:1. 
La forma de los sensorgramas en SPR es altamente dependiente de la 
velocidad de disociación. Inicialmente al inyectar el analito, se produce la unión del 
mismo a su ligando en la superficie del chip. La asociación tiene una cinética 
exponencial y la magnitud de la respuesta es proporcional a la concentración de 
analito. Cuando se inyecta durante un tiempo suficiente el analito, se alcanza el estado 
estacionario, lo que implica que la velocidad de asociación y disociación del analito se 
han igualado, y la curva se vuelve horizontal. Así, cuanto menor sea la velocidad de 
disociación se requerirán tiempos mayores de inyección para alcanzar el estado 
estacionario. La disociación también sigue una cinética exponencial.  
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Figura 4.3.6. Interacción de HlyA con liposomas de distinta composición lipídica determinada 
por SPR. LUVs de DOPC (A) o DOPC/Col 4:1 (B) fueron inyectados sobre HlyA inmovilizada 
(450 RU) sobre Chips CM5. Las concentraciones de liposomas utilizadas (µM) se indican en el 
sensorgrama correspondiente a DOPC/Col 4:1 (B) y fueron las mismas para DOPC. Las curvas 
muestran unión específica para el caso de DOPC/Col 4:1 (B) e inespecífica para el caso de 
DOPC (A) luego de corregir los valores obtenidos por el control de superficie sin proteína 
inmovilizada. (C) La KD para la interacción de HlyA con liposomas de DOPC:Col 4:1 se 
determinó por análisis no lineal.  
 
En la Figura 4.3.6.B se observa que HlyA interaccionó específicamente con 
liposomas de DOPC:Col 4:1, presentando sensorgramas como los descriptos. La 
constante de velocidad de asociación (kon) obtenida para estos liposomas fue muy 
baja cayendo por debajo del límite de medida del equipo, por lo que no se pudo hacer 
un análisis cinético sino que se determinó la constante de afinidad en condiciones de 
equilibrio. Se obtuvo así una constante de afinidad KD de (1.6 ± 0.7) x 10-5 M para la 
interacción de HlyA con los liposomas de DOPC/Col 4:1 (Figura 4.3.6. C). Por el 
contrario, no se observó interacción de HlyA con liposomas de DOPC (Figura 4.3.6.A), 
en este caso se ve claramente que la velocidad de disociación fue muy alta y se 
alcanzó rápidamente el estado estacionario. La falta de interacción específica con 
liposomas de DOPC indica que la interacción con los liposomas de DOPC/Col 4:1 se 
debería exclusivamente a la presencia de Col.  
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Como se mencionó anteriormente, para realizar estas medidas la toxina se unió 
covalentemente a la superficie del chip lo que podría modificar su conformación y 
afectar su función. Para garantizar que la toxina se encontraba funcional al momento 
de hacer los ensayos con liposomas, una vez finalizados los mismos, se regeneró la 
superficie del chip y se realizó como control un ensayo de unión inyectando glicoforina, 
glicoproteína de membrana del eritrocito que ha sido descripta como posible receptor 
de HlyA en estas células (Cortajarena et al., 2001). 
 
 
Figura 4.3.7. Sensorgramas obtenidos para la interacción de HlyA con glicoforina. La superficie 
del chip utilizado en los ensayos con liposomas se regeneró por tratamiento con Buffer glicina-
HCl 10 mM pH 3 y posteriormente se inyectó glicoforina en las concentraciones que se indican 
en la figura (µM). Los sensorgramas se ajustaron a un modelo de unión 1:1 y se determinaron 
los parámetros cinéticos kon y koff. 
 
Como se observa en la Figura 4.3.7 los sensorgramas obtenidos muestran que 
hubo interacción específica entre HlyA y glicoforina, lo que evidencia que la toxina se 
encontraba funcional al momento de probar su interacción con los liposomas. En el 
caso de la interacción HlyA-glicoforina se pudo realizar un análisis cinético de la unión 
que permitió calcular una constante de velocidad de asociación (kon) de 2052 ± 47 M-
1s-1, una constante de velocidad de disociación (koff) de (1.3 ± 0.2)x10-3 s-1 y a partir de 
estos datos se calculó una constante de afinidad KD de 6.1x10-7 M. Los trabajos que 
han postulado a glicoforina como receptor de HlyA reportan una KD de 1.5 ± 0.8x10-9 
M (Cortajarena et al., 2001). A partir de medidas del porcentaje de unión de distintas 
concentraciones de HlyA a glóbulos rojos, estos autores encontraron una relación 
lineal entre el porcentaje de unión y la concentración de toxina por debajo de 10 nM, 
por lo que asumieron que a bajas concentraciones la interacción de la toxina debía ser 
con el receptor propuesto de mayor afinidad y que se podía despreciar la unión a 
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lípidos y otros componentes de membrana. El valor así obtenido por Cortajarena et al. 
probablemente es mayor al real dado que considera que toda la toxina unida al glóbulo 
rojo se encontraba unida a glicoforina. Esto puede verse si se compara el valor 
reportado y el encontrado en los ensayos de SPR, donde se analizó específicamente 
la interacción entre HlyA y glicoforina. Por lo tanto este control permitió no sólo 
comprobar que HlyA se encontraba activa unida al chip, sino que también permitió 
calcular una constante de afinidad de HlyA por glicoforina. 
 
 
3.6. Ensayos de liberación del contenido de liposomas 
 
Con el objeto de estudiar la relación entre la actividad lítica de la toxina y la 
presencia de Col en las membranas, se analizó la liberación del contenido de 
vesículas conteniendo distintas cantidades de Col en la composición de sus 
membranas. Para ello se midió la liberación del contenido de LUVs de DOPC y 
mezclas DOPC:Col en relación molar 9:1, 4:1 y 2:1, en presencia de distintas 
cantidades de HlyA. 
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Figura 4.3.8. Liberación del contenido de liposomas de distinta composición lipídica. DOPC (█), 
DOPC:Col (9:1) (█), DOPC:Col (4:1) (█), DOPC:Col (2:1) (█). Se midió la liberación del 
contenido de los liposomas luego del tratamiento de los LUVs con distintas concentraciones de 
HlyA. λexc. 355 nm, λem. 525 nm. Los valores representan la media ± SD, n= 3. Los asteriscos 
indican diferencias significativas en el porcentaje de liberación respecto de los liposomas de 
DOPC analizados aplicando el Test de Student, *p< 0.05 and **p< 0.01. 
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En la Figura 4.3.8 se puede observar que al aumentar la concentración de 
toxina aumentó el porcentaje de liberación del contenido de liposomas. Esto 
concuerda con resultados previamente descriptos en los que se observa una 
dependencia tanto con la concentración de HlyA como con el tiempo de exposición 
(Moayeri & Welch, 1994). Un porcentaje máximo de liberación, cercano al 80%, se 
alcanzó a 40 nM de HlyA, independientemente de la composición lipídica de los 
liposomas. Este hecho podría deberse a una desestabilización inespecífica de la 
membrana, producido por altas concentraciones de la toxina. Sin embargo, a bajas 
concentraciones de toxina, por debajo de 10 nM, se puede observar que el porcentaje 
de liberación aumenta con el aumento del contenido de Col en las membranas para 
todas las concentraciones de HlyA en este rango.  
Se calculó el porcentaje relativo de liberación para cada composición 
conteniendo Col respecto del porcentaje de liberación obtenido para liposomas que 
contenían sólo DOPC, para cada concentración de toxina ensayada. 
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Figura 4.3.9. Incremento relativo de la liberación del contenido de liposomas conteniendo Col 
respecto de los liposomas de DOPC. DOPC:Col (9:1) (•),DOPC:Col (4:1) (•),DOPC:Col (2:1) 
(▼). El incremento relativo se calculó según la ecuación: [%Liberación DOPC:Col (X:1) - 
%Liberación DOPC]/ %Liberación DOPC; para cada composición y cada concentración de HlyA 
ensayada. Los valores representan la media ± SD, n=3. 
 
En la Figura 4.3.9 se muestra el incremento relativo que presentan los 
liposomas que contienen distintas cantidades de Col respecto de los liposomas 
compuestos sólo de DOPC. Se puede observar que a una concentración 40 nM de 
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HlyA se produjo la liberación del contenido de todos los liposomas empleados 
prácticamente con la misma eficiencia, independientemente de su contenido relativo 
de Col. Se puede apreciar también que para concentraciones entre 5 y 20 nM, la 
actividad es mayor para los liposomas conteniendo 20 y 33% de Col comparada con la 
obtenida en liposomas conteniendo sólo 10% de Col, presentando aquellos con mayor 
contenido de Col un comportamiento muy similar entre sí. A concentraciones de toxina 
menores a 5 nM la presencia de Col en las membranas produjo un marcado aumento 
de la actividad lítica de la toxina, siendo más marcado el efecto cuánto más bajas 
fueron las concentraciones de toxina ensayadas.  
Las mezclas DOPC/Col son completamente miscibles en todas proporciones 
hasta llegar al límite de solubilidad del Col, que es de aproximadamente 66%, por 
encima de esa concentración, el Col precipita como cristales monohidratados que 
coexisten con la membrana de DOPC/Col (Huang et al., 1999). Por lo tanto, las 
mezclas utilizadas en estos ensayos que poseen 10% (DOPC/Col 9:1), 20% 
(DOPC/Col 4:1) y 33% (DOPC/Col 2:1) de Col, presentan una única fase, de tipo Ld.  
La introducción de Col en las bicapas de DOPC produce un efecto de 
condensación, generando un ordenamiento de las cadenas hidrocarbonadas de los 
fosfolípidos y un aumento del espesor de la membrana (Hung et al., 2007) 
(Alwarawrah et al., 2010). Por lo que, al ir incrementando el contenido de Col en los 
liposomas de DOPC/Col, la membrana adquiere mayor orden, y se podría esperar que 
la toxina encontrara una mayor resistencia para su inserción en la bicapa. Sin 
embargo, contrariamente a esto, cuanto mayor fue la cantidad de Col presente en el 
liposoma, mayor fue la actividad lítica encontrada. Se ha descripto que en las mezclas 
DOPC/Col al ir aumentando el contenido de Col se llega a un punto límite donde se 
produce un aumento del potencial químico del Col lo que se conoce como “activación 
del Col” o aumento del “Col libre” en la membrana. En este punto el Col se vuelve más 
accesible ya que se encuentra más expuesto en la membrana (Olsen et al., 2013). La 
perfringolisina O, una citolisina dependiente de Col producida por Clostridium 
perfringes, es altamente dependiente de la presencia de Col libre y sólo se une a 
liposomas cuando el contenido de Col se encuentra por encima de este umbral, por lo 
que se la utiliza como marcador de Col libre en membrana. Esta toxina se ha utilizado 
en ensayos con el fin de evaluar la presencia de Col libre en distintas mezclas 
DOPC/Col y se encontró que el porcentaje de Col a partir del cual perfringolisina O se 
une a estas membranas se encuentra entre 26 y 30%. Los mismos resultados se 
obtuvieron mediante estudios de simulación, postulando entonces que la activación del 
Col se produciría en este rango de concentraciones para estas mezclas (Olsen et al., 
2013).  
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Los liposomas compuestos de DOPC/Col utilizados en los ensayos de 
liberación presentan 10, 20 y 33% de Col, con lo cual los liposomas con 33% 
presentarían Col más accesible y esto podría contribuir a la mayor actividad lítica que 
se observó en estos liposomas. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con 
perfringolisina O, la relación entre la actividad lítica de HlyA y la presencia de Col no 
parece basarse en la presencia de Col libre ya que apenas un 10% de Col en la 
membrana produce un aumento de la actividad lítica comparada con la observada 
para DOPC. Por lo que la sola presencia de Col parece favorecer la actividad lítica. 
Las toxinas CDC constituye la familia de toxinas que interaccionan con Col 
mejor caracterizadas hasta el momento. Estas toxinas tienen en su estructura un 
dominio de unión a Col con el que interaccionan específicamente. Si bien el rol del Col 
en el mecanismo de acción de estas toxinas no está del todo claro, todas ellas 
requieren la presencia de Col en la membrana para ejercer su acción. Así, la unión de 
perfringolisina O a la membrana, como se mencionó anteriormente, depende de la 
disponibilidad de Col libre en la superficie de la membrana (Flanagan et al., 2009). Por 
el contrario, Intermedilisina de Streptococcus intermedius no requiere Col para unirse a 
la membrana pero la formación de poro es completamente dependiente de la 
presencia de Col (Giddings et al., 2004) (Giddings et al., 2003). Se ha visto que tanto 
perfringolisina O, Intermedilisina como Streptolisina O de Streptococcus pyogenes, 
sufren un bloqueo en el paso de preporo a poro cuando disminuye el contenido de Col 
en la membrana, por lo que se postula que la interacción de estas toxinas con Col 
tiene un rol fundamental en la inserción del preporo en la membrana (Giddings et al., 
2003). 
En el caso de HlyA, trabajos previos del grupo mostraron que la disminución 
del contenido de Col en la membranas de glóbulos rojos de carnero no afecta el 
porcentaje de unión de toxina a membrana, sin embargo se produce una disminución 
marcada de la oligomerización y al mismo tiempo de la actividad hemolítica (Herlax et 
al., 2009). En el mismo sentido, otros estudios han reportado que el porcentaje de 
unión de HlyA a liposomas de PC permanece constante cuando se incorporan 
pequeñas cantidades de Col pero se observa en cambio un aumento del porcentaje de 
toxina que se inserta irreversiblemente en la membrana (Bakas et al., 1996). De estos 
estudios se desprende que la interacción de HlyA con Col no favorece la unión de la 
toxina a la membrana pero, como se vio en este capítulo, dicha interacción favorece la 
inserción de la toxina en la membrana y la formación de poro, aumentando la 
eficiencia del proceso lítico. La irreversibilidad de la unión de HlyA a membrana ha 
sido atribuida a la oligomerización de la toxina, por lo que la interacción con Col 
92 
 
Capítulo 4: Interacción de HlyA con lípidos de membrana 
 
supone que la toxina no sólo se está insertando en mayor medida sino que lo hace en 
un estado competente que favorece su oligomerización. 
Recientemente se ha reportado que otra toxina de la familia RTX, la 
leucotoxina LtxA de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, interacciona con Col. Se 
encontró que esta interacción no tiene efecto sobre la velocidad de asociación a 
liposomas que contienen Col pero en cambio reduce significativamente la velocidad de 
disociación, por lo que, una vez inserta la toxina en membrana, la interacción con Col 
vuelve la unión irreversible (Brown et al., 2013). Los resultados descriptos en este 
capítulo para HlyA la constituyen como el segundo miembro de la familia RTX que se 
ha reportado que interacciona con Col y, al igual que sucede para LtxA, esta 
interacción sería la que conduce a la unión irreversible a la membrana. 
Establecer con precisión cuál es el paso específico en el mecanismo lítico de 
HlyA donde la interacción con Col tendría mayor relevancia resulta complejo ya que, 
probablemente, más de un paso se vea favorecido. Si se considera el proceso de 
manera global, queda claro que múltiples cambios conformacionales deben ocurrir en 
la toxina para que finalmente quede integrada en la membrana. En este sentido, se ha 
visto que, cuando existe una especificidad suficientemente alta en la interacción 
proteína-lípido, la unión de lípidos a sitios específicos en la porción transmembrana de 
la proteína puede ejercer efectos directos en la modulación de la estructura y función 
de las proteínas, lo que ha llevado a postular la participación de ciertos lípidos como 
reguladores alostéricos de las proteínas con las que interaccionan (Fernandez-
Ballester et al., 1994) (Robinson et al., 2014). Particularmente en el caso de HlyA, 
dadas las características proteolipídicas de los poros formados, la interacción con Col 
podría jugar un papel importante en la estabilización del poro lítico.  
 
 
 
3.7. Medidas de conductancia en bicapas lipídicas planas en presencia de HlyA 
 
El análisis de la corriente generada en bicapas lipídicas planas de distinta 
composición luego de la aplicación de una PFT permite estudiar el efecto de la 
composición lipídica en las características del poro formado. Así, con el fin de analizar 
una posible estabilización del poro formado por HlyA a partir de su interacción con Col, 
se realizaron ensayos de BLM en bicapas de DOPC y mezclas binarias DOPC/Col en 
relación molar 2:1. 
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Figura 4.3.10. Registros de corriente en bicapas lipídicas planas de (A) DOPC y (B) DOPC/Col 
en relación molar 2:1 durante 8 min luego del agregado de 10 nM de HlyA al compartimento cis. 
Los insets en cada figura muestran los controles donde se registró la corriente en ausencia de 
toxina para las mismas bicapas. El buffer en ambos casos fue Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, 
CaCl2 10 mM, pH 7.4 y los registros se realizaron a 23°C. El potencial aplicado fue de -150 mV. 
Se analizó la conductancia de los canales abiertos para todos los registros tomados a -150 mV. 
Los histogramas muestran la frecuencia de aparición de eventos de una determinada 
conductancia para bicapas de (B) DOPC y (D) DOPC/Col 2:1. Los saltos de corriente de más 
de 0.1 s de duración fueron considerados como eventos para el análisis (N=146 para DOPC y 
65 para DOPC/Col 2:1).  
 
 
En la Figura 4.3.10 se presenta un ejemplo de los registros obtenidos aplicando 
un voltaje de -150 mV y 10 nM de toxina a bicapas que contienen sólo DOPC y 
bicapas de DOPC/Col 2:1. Se puede observar que el agregado de HlyA generó una 
corriente a través de la membrana tanto en bicapas de DOPC (Figura 4.3.10.A) como 
en bicapas de DOPC/Col 2:1 (Figura 4.3.10.B). Esto se atribuye a la formación de 
canales en presencia de la toxina dado que no se observó este comportamiento en los 
controles realizados donde las bicapas fueron sometidas al mismo potencial en 
ausencia de toxina (insets Figura 4.3.10 A y B). El análisis cualitativo de los registros 
permite observar que en presencia de Col en la bicapa se produjeron saltos de 
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corriente de forma escalonada (Figura 4.3.10.B), que son característicos de la 
formación de poros proteicos, que se caracterizan por poseer una estructura definida. 
En este tipo de registros se considera que cada escalón es generado por la apertura 
de un poro individual. En las bicapas de DOPC/Col 2:1, una vez que se produjo la 
apertura de un poro, rara vez se observó su cierre, lo que indica una estabilización del 
estado abierto del poro. En cambio en bicapas de DOPC, los registros obtenidos 
fueron más ruidosos y si bien se produjeron algunos saltos con forma de escalón, el 
estado abierto de los canales parece no ser tan estable, observándose un mayor 
número de eventos pero que pueden atribuirse a la apertura y cierre de los mismos 
canales. Este tipo de registro, es típico de poros proteolipídicos. Al analizar la 
conductancia de los canales individuales se observó que en presencia de Col se 
obtuvo una distribución más amplia de conductividades (Figura 4.3.10. C y D).  
En experimentos de BLM empleando las proteínas formadoras de poro 
perforina y listeriolisina O se han identificado dos tipos de poros formados por estas 
proteínas, un poro bien definido, con aumento de corriente en forma de escalón 
compatible con una estructura de tipo anillo y otro, de mayor ruido y que genera 
escalones más pequeños de aumento de corriente, que no se puede atribuir a la 
estructura proteica en anillo que forman estas proteínas sino a la formación de poros 
proteolipídicos tipo arcos formados por las proteínas junto con los lípidos de la bicapa 
(Bavdek et al., 2012) (Praper et al., 2011). En diversas toxinas de la familia CDC 
también se ha observado la formación de distintos tipos de poros, arcos y anillos 
(Czajkowsky et al., 2004) (Korchev et al., 1998). 
HlyA forma poros proteolipídicos en la membrana (Bakas et al., 2006). Al estar 
los lípidos formando parte de la estructura del poro, las características de los poros 
dependerán de la composición de la membrana. En función de la forma de los 
registros I(pA) vs t(min) (Figura 4.3.10. A y B) podría postularse la formación de 
distintos tipos de poros según esté presente Col en la bicapa o no. Así, en bicapas de 
DOPC parecerían formarse poros de características más semejantes a los poros 
proteolipídicos mientras que en presencia de Col las características de los poros 
formados se asemejarían más a las de los poros proteicos. 
Por otro lado, la presencia de Col en la membrana favorecería la formación de 
poros de mayor tamaño, como puede observarse en el histograma de conductancias 
para las bicapas de DOPC/Col 2:1 (Figura 4.3.10.D) respecto del correspondiente a 
las bicapas de DOPC (Figura 4.3.10.C). Un efecto similar se encontró en estudios 
previos para bicapas de DOPE respecto de bicapas de DOPC (Bakas et al., 2006). En 
ese trabajo se concluyó que al ser PE un lípido que induce curvatura negativa en la 
membrana, favorece el crecimiento del poro. Si recordamos la forma de los poros 
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toroidales, lípidos con curvatura positiva se localizan en los bordes del poro en un 
plano perpendicular a la membrana y lípidos con curvatura negativa se ubican en el 
plano de la membrana a lo largo de todo el perímetro central del poro. Así, a medida 
que el poro crece, la curvatura total se desplaza hacia valores negativos, haciendo que 
la formación se vea favorecida por la presencia de lípidos inductores de curvatura 
negativa (Gilbert et al., 2014). Tanto PE como Col presentan una geometría molecular 
con una cabeza polar pequeña comparada con el resto de la molécula, por lo que se 
comportan como inductores de curvatura negativa en la membrana y esto puede 
constituir una característica importante para la estabilización de la formación de poros 
de mayor tamaño por HlyA. Esto concuerda con resultados previos donde se observó 
que la presencia de PE y Col produce un aumento en la liberación del contenido de 
liposomas (Ostolaza et al., 1993). 
Los resultados obtenidos por BLM, si bien constituyen resultados preliminares, 
apuntan hacia un efecto estabilizador ejercido por el Col sobre el poro formado por 
HlyA, induciendo la formación de poros más estructurados, que una vez formados 
tienen menor probabilidad de cierre y que presentarían un comportamiento más 
semejante al de los poros proteicos. De la misma manera la presencia de Col 
favorecería la formación de poros de mayor tamaño. 
 
 
3.8. Búsqueda de sitios de unión a Col en la secuencia de HlyA 
 
  Recientemente se ha reportado la existencia de sitios CRAC y su participación 
en la interacción con Col en distintas toxinas provenientes de microorganismos Gram 
negativos, entre ellas, la toxina CDT de Campylobacter jejuni y la leucotoxina LtxA de 
A. actinomycetemcomitans (Lai et al., 2013) (Brown et al., 2013). 
La capacidad de estos sitios de unirse al Col vendría dada por las 
características estructurales propias del Col. El Col es una molécula anfipática 
derivada del esqueleto carbonado del esteareno. Su región polar está limitada a un 
solo grupo -OH que puede formar puentes de H, actuando ya sea como aceptor o 
como donor. La sección apolar del Col posee una estructura asimétrica con dos caras 
distintas, denominadas α y β, de acuerdo al sistema de numeración de compuestos 
con anillos propuesto por Rose et al. (Rose et al., 1980). La cara α presenta una 
superficie plana, a diferencia de la β que presenta una superficie mucho más rugosa 
debido a la presencia de los grupos alifáticos (dos grupos metilos y la cadena terminal 
isooctilo) unidos al anillo de esteareno (Fantini & Barrantes, 2009).  
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Los sitios CRAC (de secuencia consenso L/V-(X1-5)-Y-(X1-5)-R/K) presentan 
características que les permiten interaccionar con el Col de las membranas. La cadena 
lateral de los aminoácidos ramificados como isoleucina (I), V o L pueden interpenetrar 
estas cadenas alifáticas presentes en la cara rugosa del Col y por lo tanto son 
particularmente adecuadas para asociarse con la cara β del Col a través de 
interacciones de van der Walls. Por otro lado, las cadenas laterales aromáticas pueden 
apilarse en la cara α del Col a través de interacciones CH-π (Nishio et al., 2014).  
Considerando que HlyA interacciona específicamente con Col se realizó la 
búsqueda de estos sitios dentro de la secuencia de la toxina. 
 
 
 
 
 
Tabla 4.3.2. Posibles motivos de unión a Col en la secuencia de HlyA. Sitios CRAC (L/V-(X1-5)-
Y-(X1-5)-R/K) fueron identificados en la secuencia de HlyA utilizando el servidor ScanProsite 
(http://prosite.expasy.org/scanprosite). 
 
 
 
Los motivos CRAC se encuentran con frecuencia en la secuencia primaria de 
las proteínas en general y su presencia no necesariamente implica que la proteína se 
una a Col. Sin embargo, la existencia de estos sitios en zonas que interaccionan con 
la membrana puede ser un determinante para que la interacción con Col ocurra 
(Epand, 2006). Por ejemplo, se ha reportado que un sitio CRAC es el responsable de 
regular la sensibilidad al Col del receptor de canabinoides tipo I y este CRAC se 
encuentra en el extremo de un dominio transmembrana (Oddi et al., 2011). La 
proteína de fusión gp41 del virus HIV-1 posee un motivo CRAC que interacciona con 
Col y, al igual que en el caso anterior, este motivo se encuentra inmediatamente 
adyacente al dominio transmembrana (Vincent et al., 2002).  
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En el análisis de la secuencia de HlyA se encontraron siete sitios CRAC (Tabla 
4.3.2). A partir de los resultados obtenidos, el Col tendría un rol importante en la 
estabilización del poro lítico, por lo tanto tendrían importancia aquellos sitios CRAC 
ubicados en el dominio de inserción de la toxina (177-411) (Hyland et al., 2001). De 
los siete sitios CRAC encontrados, ninguno se encuentra en esta región de la toxina.  
Como se mencionó previamente en la sección de Métodos de este capítulo, se 
ha identificado un sitio de unión a Col, muy similar a los sitios CRAC pero que 
presenta exactamente la orientación contraria en cuanto a la disposición de sus 
aminoácidos. Estos motivos se han denominado CARC, precisamente por esa 
característica y están constituidos por la secuencia consenso K/R-(X1-5)-Y/F-(X1-5)-L/V 
(Baier et al., 2011). Esta secuencia parecería ser más apropiada para la interacción 
con el Col, dadas las características que presentan los segmentos α-hélice 
transmembrana. Un segmento transmembrana usualmente consiste en un segmento 
α-hélice de entre 20 y 25 residuos de aminoácidos no polares presentando en ambos 
extremos residuos más polares los cuales se ubican en la región interfacial de la 
membrana estabilizando la hélice en el interior de la misma (Lee, 2003). Estos 
aminoácidos interfaciales deben acomodarse en la zona de transición entre un 
ambiente polar y uno no polar. Es por esto que los residuos más frecuentemente 
encontrados en estas regiones de interfase son K, R, Y y triptófano (W). Los residuos 
de K y R poseen una larga cadena no polar capaz de insertarse en la membrana 
mientras que su grupo básico cargado positivamente se ubica en la superficie de la 
membrana (Strandberg & Killian, 2003). Los residuos de W y Y poseen un anillo 
aromático compatible con la membrana no polar y contienen ya sea un grupo –OH (Y) 
o un átomo de N (W) capaz de formar puentes de H con los grupos polares (Lee, 
2003). 
Los residuos de R y K se encuentran frecuentemente hacia el extremo N-
terminal de la porción α-hélice trasmembrana lo que implica que los residuos Y/F y L/V 
deben formar parte de un segmento transmembrana y esto concuerda con la 
naturaleza de estos residuos que los ubicaría en la región apolar de la membrana 
(Fantini & Barrantes, 2013). Por lo tanto, la disposición en la membrana de los 
residuos que constituyen los CARC sería más adecuada para la interacción con Col.  
Teniendo en cuenta esto, se realizó la búsqueda de sitios CARC en la 
secuencia de HlyA. La Tabla 4.3.3 enumera los sitios CARC que se encontraron en la 
secuencia de HlyA.    
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Tabla 4.3.3. Posibles motivos de unión a Col en la secuencia de HlyA. Sitios CARC (K/R-(X1-5)-
Y/F-(X1-5)-L/V) fueron identificados en la secuencia de HlyA utilizando el servidor ScanProsite 
(http://prosite.expasy.org/scanprosite). 
 
 
 
Se encontraron 13 sitios CARC en la secuencia primaria de HlyA, uno de los 
cuales se encuentra ubicado en el dominio de inserción de la toxina (CARC 341-353). 
Utilizando un servidor para predicción de estructura secundaria (JPred), se encontró 
que en la región donde se localiza este sitio CARC se encontrarían 2 α-hélices 
transmembrana, y el segmento RFKK correspondiente a los primeros residuos de este 
motivo (residuos 341-344), se localizaría en el extremo N-terminal de una de las α-
hélices transmembranas predichas, lo cual lo convierte en un potencial dominio que 
podría interaccionar con Col y de esta manera estabilizar las hélices.  
Se realizó entonces un alineamiento de las secuencias primarias de distintas 
toxinas de la familia RTX y se encontró que este sitio es altamente conservado dentro 
de la familia (Figura 4.3.11).  
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Figura 4.3.11. Alineamiento de secuencias de distintas toxinas RTX en el sitio CARC 341-353 
de HlyA y las secuencias correspondientes a otros miembros de la familia RTX. El recuadro 
señala las similitudes entre HlyA y LtxA de A. actinomycetemcomitans donde se detecta la 
presencia de un sitio CARC seguido del CRAC 333-339 (de secuencia LEEYSKR) que ha sido 
reportado como responsable de la interacción con Col de esta toxina. En la parte superior de la 
figura puede observarse las dos α-hélices predichas en esta zona para HlyA según el servidor 
JPred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/). Los histogramas en la parte inferior del 
gráfico indican el grado de consenso en cada posición. Se utilizó el servidor CLUSTALW2 
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para realizar los alineamientos. 
 
 
A partir de este análisis se sintetizó el péptido correspondiente al CARC 341-
353 (CARC) y se midió su actividad hemolítica comparándola con la de HlyA.  
Como se observa en la Figura 4.3.12, el péptido CARC presentó actividad 
hemolítica aunque a concentraciones mucho mayores que las requeridas para HlyA, lo 
cual es esperable si se considera que el péptido sólo posee ese sitio de interacción 
mientras que HlyA posee diversos dominios que intervienen en la interacción con la 
membrana y que potencian su actividad. El péptido CARC fue capaz de desestabilizar 
la membrana con lo cual estos resultados postulan al CARC 341-353 como un posible 
sitio de unión a Col en HlyA. 
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Figura 4.3.12. Actividad hemolítica de HlyA y péptido CARC en glóbulos rojos humanos. Se 
midió el porcentaje de hemólisis producido por HlyA (●) y el péptido CARC (●) en glóbulos rojos 
humanos luego de incubar 30 min a 37°C a las concentraciones indicadas. El porcentaje de 
hemólisis se calculó por medidas de liberación de hemoglobina. Los valores representan la 
media ± SD, n=3. 
 
Un motivo similar a este CARC de HlyA se encuentra presente en LtxA de A. 
actinomycetemcomitans, muy cerca del sitio CRAC que ha sido reportado como sitio 
de interacción con Col (Brown et al., 2013). De hecho, un sitio CRAC similar al 
encontrado en LtxA se encuentra presente en HlyA con la diferencia que este último 
posee un residuo de I en vez de una L en el extremo N-terminal (residuo 335) (Figura 
4.3.11). Esto lleva a pensar que los sitios CRAC y CARC en la región comprendida 
entre los residuos 335 y 353, podrían constituir el dominio responsable de la 
interacción de HlyA con Col, lo que permitiría la estabilización de las α-hélices 
transmembrana predichas a ambos lados de estos motivos. 
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 HlyA, al igual que cualquier PFT, interacciona con la membrana de la célula 
blanco donde finalmente genera poros produciendo un desbalance iónico en la célula. 
Como se pudo ver en el capítulo 3, los contactos iniciales de HlyA en bicapas con 
coexistencia de fases Lo-Ld se da a nivel de los bordes entre ambas fases. La 
concentración de defectos de empaquetamiento en estas zonas debido a las 
diferencias de alturas que existen entre las fases hace energéticamente favorable la 
interacción de HlyA con la membrana en esta región. Asimismo se ha reportado que el 
grado de hidratación en estas zonas es menor al del resto de la membrana lo cual 
también favorecería el proceso de interacción (Sheikh & Jarvis, 2011). HlyA no es la 
única toxina que presenta esta preferencia en cuanto a su interacción inicial con la 
membrana, se ha reportado que otras toxinas se localizan también en los bordes de 
los dominios. Sin embargo, en el caso de las actinoporinas por ejemplo, la unión de las 
toxinas a la interfase Lo-Ld produce una reducción de la tensión lineal entre las fases, 
que queda evidenciado tanto por una disminución en la diferencia de altura entre las 
fases como por cambios en la forma de dominios visualizados por AFM (Ros et al., 
2013). Resultados similares se han encontrado para la interacción de la proteína 
proapoptótica Bax con membrana, lo que ha llevado a postular que una disminución en 
la tensión lineal podría ser una estrategia general en el mecanismo de interacción de 
las proteínas formadoras de poro con la membrana de sus células blanco (Garcia-
Saez et al., 2007). Sin embargo, los resultados obtenidos mediante AFM en este 
trabajo de tesis indican que la unión de HlyA a la zona de borde no produce cambios 
en la morfología de los dominios Lo ni modifica la diferencia de alturas entre las fases 
Lo y Ld. Esta diferencia encontrada en los efectos que genera la unión de HlyA 
respecto de lo que ocurre con otras PFTs podría deberse, al menos en parte, a su 
gran tamaño (110kDa) comparado, por ejemplo, con las actinoporinas (20kDa) o Bax 
(21kDa). Sin embargo, al analizar la inserción preferencial en una determinada fase, 
se observa que HlyA, al igual que muchas otras proteínas formadoras de poros, 
interacciona exclusivamente con membranas en fase Ld. 
 Los resultados obtenidos en el capítulo 4 indican que una vez en contacto con 
una membrana que contiene Col, HlyA es capaz de interaccionar específicamente con 
el Col presentando en su secuencia potenciales sitios CRAC y CARC que podrían 
participar en dicha interacción. En este sentido, el Col en la membrana puede 
encontrarse formando complejos más o menos estables con los fosfolípidos. Como se 
mencionó, la interacción preferencial de HlyA ocurre con bicapas en fases Ld, que son 
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más fluidas y presentan mayor probabilidad de aparición de defectos transitorios, por 
lo que el Col estará más accesible en estas fases. Asimismo, el Col estará expuesto 
en las zonas de defectos entre las fases, lo que también puede contribuir a los 
primeros contactos con la membrana como se vio por AFM. Se comprobó que la 
interacción con Col aumenta la eficiencia de la actividad lítica de HlyA, probablemente 
a través de la estabilización del poro formado, generándose poros más estructurados, 
con menor probabilidad de cierre y de mayor tamaño en membranas con Col. Se ha 
reportado que la oligomerización de HlyA es un proceso progresivo donde inicialmente 
se forman preporos en la membrana y sería la fusión de estos preporos lo que daría 
lugar a la formación del poro lítico (Herlax et al., 2009). En dicho trabajo se encontró 
que la disminución del contenido de Col de la membrana de eritrocitos de carnero 
produce una alteración de la cinética de oligomerización, afectando la etapa de fusión 
de los preporos y, en consecuencia, la actividad lítica. Estos resultados concuerdan 
con los obtenidos por BLM que indican que la presencia de Col conduce a la formación 
de poros de mayor diámetro y mayor estabilidad. Por lo que, similar a lo encontrado 
para las toxinas CDCs (Giddings et al., 2003), la interacción de HlyA con Col 
favorecería la inserción y fusión de preporos generando el poro lítico. Así, el Col, un 
componente obligado de las membranas de las células de mamíferos proporcionaría 
una vía de modulación y potenciación de la actividad lítica de la toxina. 
 
Conclusiones: 
 HlyA se inserta exclusivamente en las fases Ld 
 Inicialmente, HlyA se inserta en la zona de defectos en los bordes de 
los dominios Lo, en aquellas membranas que presentan coexistencia 
de fases Lo-Ld 
 Existe una interacción específica entre HlyA y el Col de las 
membranas  
 La interacción HlyA- Col favorece el proceso lítico al estabilizar el 
poro formado por HlyA 
 HlyA presenta en su secuencia primaria sitios CRAC y CARC 
potencialmente capaces de interactuar con Col 
 El CARC 341-353 se postula como un posible candidato para la 
interacción de HlyA con Col. 
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